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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce je zaměřena na studium vlivu přídavku kompostu na půdní 
huminové látky extrahované z černozemě luvické. Huminové látky extrahované z půdy 
a kompostu byly charakterizovány pomocí titrace s potenciometrickou a konduktometrickou 
indikací, UV-VIS, FT-IR a 3D EEM fluorescenční spektroskopií. Černozem luvická byla 
obohacena o 124, 239 a 478 t·ha−1 kompostu a tyto dávky byly zapraveny do hloubky 
150 mm. Hlavním cílem práce bylo posouzení vlivu přídavku kompostu na fluorescenční 
chování půdních HL a lokalizace daných fluorescenčních maxim v emisně excitačních 
spektrech. Další část diplomové práce byla zaměřena na studium spektroskopických vlastností 
půdních HL a kompostu pomocí UV-VIS a infračervené spektroskopie s Fourierovou 
transformací. Huminové látky byly charakterizovány humifikačním indexem E4/E6 
a transmisními vibračními spektry. Posledním cílem této práce byla charakterizace výluhů 
půdních HL a kompostu pomocí acidometrické titrace. Z naměřených titračních křivek byly 
vypočítány hodnoty látkového množství H+ iontů pro každý vzorek. 
SUMMARY 
The aim of this diploma thesis is to study to the influence of compost addition to soil 
humic substances extracted from blackland luvicsol. Humic substances extracted from soil 
and from compost were characterized by titration with potentiometrical and conductival 
indication, UV-VIS, FT-IR and 3D EEM fluorescential spectroscopy. Compost in amount of 
124, 239 and 478 t·ha−1 was applicated and manured into dept of 150 mm at blackland 
luvicsol. The main aim of thesis was the appraisal of compost influence into fluorescent 
attributes of soil HS and localization of fluorescent peaks at excitation emission spectrums. 
Next part of diploma thesis was focused on the study of spectroscopic attributes of soil HS 
and compost by UV-VIS and infrared spectroscopy with Fourier transformation. Humic 
substances were characterized by humifical index E4/E6 and transmissional vibratile 
spectrums. The last aim of diploma thesis were the characterization of soil HS extracts and 
compost by acidimetral titration. For each sample was calculated value of H+ ionts amount of 
substance from measured titrational curves. 
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huminové látky, kompost, fluorescence, spektroskopické metody, acidimetrická titrace 
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1 ÚVOD 
Huminové látky (HL) jsou látky přírodního původu vznikající chemickým a biologickým 
rozkladem organické hmoty (zbytků rostlin, živočichů apod.) a syntetickou činností 
mikroorganismů. Tato skupina látek patří mezi nejvíce rozšířený organický materiál na 
zemském povrchu. Huminové látky jsou důležitým zdrojem organického uhlíku. Celkový 
obsah uhlíku v huminových látkách je odhadován na 60·1011 tun, což převyšuje množství 
uhlíku přítomného v živých organismech téměř desetkrát (7·1011 tun). Jedná se o velice 
specifickou skupinu látek mající celou řadu zajímavých fyzikálně-chemických vlastností jako 
je například různá rozpustnost, barevnost, molekulová hmotnost a mnoho dalších. Otázka 
absolutní struktury huminových látek je velmi diskutabilní a doposud není zcela objasněná, 
protože se jedná o heterogenní směs sloučenin, jejichž složení závisí na zdroji, metodách 
extrakce a dalších parametrech, proto i naměřené vlastnosti určují daný systém. 
Pravděpodobně žádný jiný přírodní materiál není tak univerzální a nezastává tolik funkcí 
na tak různých místech jako huminové látky. Především pro svoji schopnost stimulovat růst 
rostlin a zvyšovat tak produkci některých plodin, našly tyto látky uplatnění původně 
v zemědělství, ale jejich další výzkum ukázal, že mohou být využity v jiných oblastech lidské 
činnosti jako je průmysl, lékařství, farmakologie, sanace kontaminovaných půd a odpadních 
vod a mnoha dalších. V dnešní době jsou huminové látky využívány především v oblasti 
ochrany životního prostředí. 
Přirozeně se vyskytují zejména v sedimentech, půdách, rašelině, hnědém uhlí, lignitu 
a některých jiných materiálech. Obsah huminových látek v přírodních matricích kolísá od 
stopových množství (písky, jíly), přes jednotky procent (běžné půdy) až k desítkám procent 
(hnědé uhlí, lignit). Mimořádně vysoký obsah (80 % a více) vykazuje rašelina. Cennými 
zdroji huminových látek jsou především oxidovaná mladá uhlí tzv. oxihumolity, které se těží 
zejména na Teplicku, Sokolovsku a Mostecku. Podle některých autorů se v České republice 
nacházejí jedny z nejkvalitnějších oxihumolitů na světě, které obsahují více než 80 % 
huminových látek. 
Huminové látky se ve významném množství vyskytují rovněž v pobřežních a mořských 
sedimentech, jsou široce rozšířeny po celém zemském povrchu a tvoří přirozenou součást 
všech ekosystémů na naši planetě, kde se podílejí na ustavování ekologické rovnováhy mezi 
jednotlivými ekosystémy. Z těchto přírodních zdrojů mohou být tyto látky izolovány 
a použity v různých odvětvích lidské činnosti. 
Komposty obsahují „mladé“ frakce huminových látek, které jsou po aplikaci do půdy 
v humifikačním procesu neustále pozměňovány. Tyto frakce jsou charakterizovány vysokou 
molekulární heterogenitou, nízkým stupněm humifikace a kondenzace aromatického jádra. 
Tato diplomová práce byla zaměřena na studium vlivu přídavku kompostu na půdní HL 
extrahované z černozemě luvické. Půdní HL byly charakterizovány pomocí titrace 
s potenciometrickou a konduktometrickou indikací, UV-VIS, FTIR a 3D EEM fluorescenční 
spektroskopií. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Historie huminové chemie 
Rašelinových koupelí a bahenních obkladů bylo využíváno k léčebným účelům nejen ve 
starověkém Řecku a Římě, ale dokonce již ve starém Egyptě, o čem svědčí nálezy papyrů, 
z nichž nejstarší byl zhotoven v 19. století před našim letopočtem [1]. 
Vznik chemie zabývající se huminovými látkami je datována do druhé poloviny 18. století, 
kdy byla publikována práce popisující izolaci huminových látek z rašeliny. Jde 
pravděpodobně o první zdokumentovaný experiment frakcionace huminových látek, který 
provedl roku 1786 Achard. Následným okyselením rašelinového výluhu získal hnědočernou 
amorfní hmotu, která se rozpouštěla v alkalických roztocích a ve vodě byla nerozpustnou. 
V roce 1804 DeSaussure přiřadil tmavě zbarvenému organickému materiálu obsaženému 
v půdě termín „humus“, který v latinské terminologii označuje zemi (půdu). Huminové 
kyseliny jako takové byly popsány v práci Döbereinera a v následujících letech byly 
prezentovány první souhrnné studie týkající se chemické povahy HL. 
Mezi lety 1826–1837 byla vypracována studie (Sprengel), která pojednávala o původu 
a chemických vlastnostech HL. Postupy izolací huminových látek, které byly objeveny jsou 
doposud všeobecně akceptované akademickou společností zabývající se huminovou 
problematikou [2]. 
V druhé polovině 19. století se většina odborných prací týkala klasifikace HL vznikajících 
při rozkladu organické hmoty. Do konce 19. století bylo prokázáno, že humus je tvořen 
složitou směsí organických látek, které jsou koloidní povahy a vykazují slabě kyselé 
vlastnosti. 
Švédský chemik Berzelius (1839) rozdělil huminové látky do třech kategorií na základě 
jejich rozpustnosti v alkalickém a kyselém prostředí. Dále izoloval dvě světle žluté huminové 
látky, které byly extrahovány z minerální vody a bahna bohatého na oxid železitý. Na jeho 
práci navázal Mulder, který doplnil jeho teorii rozdělení HL o vlastnosti popisující barevnost 
půdních HL a jejich rozpustnost v příslušných rozpouštědlech. 
Termín označující ve vodě rozpustnou frakci HL – fulvinová kyselina zavedl roku 1914 
Odén. 
Waksman roku 1936 definoval humus jako směs organických látek výlučně rostlinného 
původu. Mezi látky tvořící humus byly zařazeny vosky, pryskyřice, ligno-proteiny, celulóza 
a hemicelulóza. Avšak tato studie byla z důvodu neúplné definice humusu vyvrácena. 
Obrovský pokrok v oblasti půdní chemie byl zaznamenán ve 20. století díky moderním 
fyzikálně-chemickým instrumentálním metodám [3]. 
2.2 Rozdělení huminových látek 
Rozdělení huminových látek můžeme pojmout z několika hledisek, ale tradiční a nejčastěji 
používané je rozdělení podle jejich rozpustnosti. 
2.2.1 Huminové kyseliny 
Huminové kyseliny jsou tmavé barvy a hromadí se většinou na místě vzniku. Jsou 
charakteristické dobrou rozpustností v louhu a roztocích hydrolyticky zásaditých solí. 
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Základní složkou je aromatické jádro fenolického nebo chinoidního typu s účastí cyklických 
i alifatických dusíkatých sloučenin. 
V rozpustném stavu se lehce srážejí vodíkem minerálních kyselin a dvoj a trojmocnými 
kationty (Ca2+, Mg2+, Fe3+, Al3+). Huminové kyseliny jsou jen částečně nebo velmi slabě 
rozpustné ve vodě. Elementární složení huminových kyselin je závislé na původu přírodních 
matric, půdním typu, chemickém složení rostlinných zbytků a podmínkách humifikace. Kolísá 
v následujícím rozmezí (hmotnostních %): C: 52–62 %, H: 2,8–5,8 %, O: 31–39 %, N: 1,7–
4,9 %. Huminové kyseliny černozemní jsou nejvíce obohacené uhlíkem. Huminové kyseliny 
obsahují 1–10 % popelovin (Si, Al, Fe, S, P, Ca, Mg, K, Na, aj.). Kyselinový charakter těchto 
sloučenin je daný přítomností kyselých funkčních skupin, ze kterých jsou nejdůležitější 
karboxylové (COOH) a fenol hydroxylové (OH). Vodíkové ionty těchto funkčních skupin 
mají schopnost vyměňovat se za jiné ionty. V neutrálním prostředí výměnný vodík 
karboxylových skupin představuje hodnotu 2,5–5 mmol·g−1 huminové kyseliny. 
Huminové kyseliny mají porézní stavbu a vyznačují se vysokou sorpční schopností 
(průměrně 4–6 mmol·g−1) huminové kyseliny. 
Huminové kyseliny jsou považovány za nejhodnotnější produkty humifikačních procesů 
v půdě, výrazně ovlivňují půdní vlastnosti podmiňující vysokou úrodnost. Ovlivňují zejména 
kationtovou výměnnou kapacitu, strukturu a vysokou pufrovací schopnost půd. V nasyceném 
stavu jsou stálé, vysoce odolné vůči mineralizaci. 
2.2.2 Hymatomelanové kyseliny 
Z huminových kyselin lze alkoholovou extrakcí oddělit hymatomelanové kyseliny. Jsou 
považovány za součást huminových kyselin, mají žluté až žlutohnědé zbarvení a oproti 
huminovým kyselinám mají menší molekulovou hmotnost [4]. 
2.2.3 Fulvinové kyseliny 
Fulvinové kyseliny jsou organické látky, které zůstávají v roztoku po kyselém vysrážení 
huminových kyselin. Od huminových kyselin se liší menší relativní molekulovou hmotností, 
větším obsahem kyslíku v molekule, větším počtem karboxylových skupin na rozdíl od 
fenolových, kyselejším charakterem, méně výrazným aromatickým charakterem a lepší 
rozpustností ve vodě. Proto mezi huminovými látkami ve vodě zpravidla převládají. Na rozdíl 
od hnědého zbarvení huminových kyselin jsou fulvinové kyseliny zbarveny jen žlutě až světle 
hnědě. Jejich fyzikálně-chemické a chemické vlastnosti jsou podobné [5]. 
2.2.4 Huminy a humusové uhlí 
Jedná se pravděpodobně o silně karbonizovanou organickou hmotu, pevně vázanou na 
minerální podíl půdy a proto se nedá získat ani mnohonásobnou extrakcí alkáliemi 
z dekalcinované (zbavené vápníku) půdy. Huminy jsou často charakterizovány jako 
nerozpustné formy huminových kyselin. Humusové uhlí se vyskytuje v půdním humusu jako 
nejstarší, vývojově kulminující složka produktů humifikace. Podle Najmra je humusové uhlí 
tmavá, zuhelnatělá, na uhlík a dusík bohatá hmota, která nepeptizuje, nerozpouští se, 
nehydrolyzuje, nezúčastňuje se půdotvorného procesu a proto ztratila funkci pravého 
humusu [4]. 
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2.2.5 Další rozdělení HL 
Existuje teorie, že tmavé zbarvení huminových látek je vázáno na přítomnost složek 
s vysokou molekulovou hmotností. Podle této teorie mohou být rozdíly mezi huminovými 
kyselinami a fulvokyselinami vysvětleny rozdílem v molekulové hmotnosti, počtu funkčních 
skupin (karboxylových a fenolických) a míře polymerace. S nárůstem molekulové hmotnosti 
tedy dochází ke změnám obsahu uhlíku a kyslíku, kyselosti a stupně polymerace (Obr. 1). 
Nízkomolekulární fulvokyseliny vykazují vyšší obsah kyslíku, ale nižší obsah uhlíku nežli 
vysokomolekulární huminové kyseliny. Fulvokyseliny obsahují větší počet funkčních skupin 
kyselého charakteru, zvláště skupin –COOH. Celková kyselost fulvinových kyselin je 
podstatně vyšší nežli kyselost huminových kyselin [6]. 
 
Obr. 1: Rozdělení huminových látek (jmenované vlastnosti rostou ve směru šipky) 
 
Senesi a kol. [7] rozdělili huminové látky na základě fluorescenčního chování, které je 
podmíněno původem a povahou příslušných huminových látek. Tyto látky byly rozděleny do 
pěti skupin na základě jejich fluorescenční délky a relativní fluorescenční intenzity (R.F.I). 
Do první skupiny byly zařazeny tzv. pravěké soli huminových látek (paleosol) pro které 
jsou charakteristické dvě fluorescenční maxima s nejvyššími emisními vlnovými délkami 
(> 520 nm) a hlavní excitační pík, který je charakterizován při (> 465 nm). Pro tuto skupinu 
platí, že jejich souhrnná relativní fluorescenční intenzita je nejnižší (R.F.I. ≤ 1). 
Druhou skupinou jsou huminové látky, které pocházejí z rašeliny, jílů, vodních sedimentů, 
lužní půdy (Mollisol) a hnědého uhlí (Leonardite). Tato třída je charakteristická vysokými 
fluorescenčními délkami emise (500–520 nm) a dvěma hlavními excitačními píky 
(450 a 465 nm). Jmenovaná fluorescenční maxima jsou od sebe oddělená a uzavřená. Jejich 
R.F.I. je vzhledem k jiným HL nízká. 
Třetí skupinou jsou soli z jílových sedimentů a soli terra rosa. Vyznačují se nižšími 
fluorescenčními délkami pro emisní maximum (500–460 nm) a hlavní excitační maximum 
bylo lokalizováno přibližně kolem 440–450 nm. Pro tuto skupinu platí, že jejich R.F.I. je 
poměrně vysoké vzhledem k ostatním skupinám. 
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Do čtvrté skupiny byly zařazeny soli huminových látek pocházející z kompostů, hub 
a rašeliny (soli fulvinových kyselin). Vlnové délky pro emisní maximum jsou poměrně nízké 
(440–470 nm). Excitační fluorescenční maximum bylo lokalizováno v oblasti (385–395 nm). 
Fulvinové kyseliny mají relativní fluorescenční intenzitu vyšší (> 10) oproti huminovým 
kyselinám (1–7). 
Pátou skupinou jsou huminové a fulvinové kyseliny pocházející z kalů odpadních vod. 
Jsou pro ně dominantní nejnižší emisní vlnové délky (< 440 nm). Hlavní excitační maximum 
(okolo 390 nm) je často doprovázeno vedlejším píkem, který je lokalizován v oblasti 
(340 nm). Hodnota jejich R.F.I. je (4–13). 
2.3 Vznik huminových látek 
Během minulého století byl výzkum původu huminových látek velmi populární oblastí 
půdní chemie. Naproti tomu, že přesný mechanizmus vzniku HL dodnes není úplně 
objasněný, byly publikovány tři hlavní teorie. První byla teorie, že HL pocházejí 
z lignifikovaných pletiv rostlinných zbytků, druhá upřednostňovala mechanizmus zahrnující 
chinony a třetí teorie podporovala vznik HL z jednoduchých cukrů, přičemž v této teorii mají 
probíhat reakce mezi redukujícími cukry a aminokyselinami za vzniku hnědých dusík 
obsahujících sloučenin [8]. 
 
 
Obr. 2: Schéma teorie vzniku huminových látek 
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2.3.1 Ligninová teorie 
Podle této teorie (Obr. 2 cesta 4) je lignin hlavním prekurzorem vzniku huminových látek 
(HL) v půdě. V prvním kroku je lignin degradován mikroorganismy (plísně a aktinomycety, 
bakterie, řasy a prvoci). Rozložený organický materiál je začleněn do půdní humifikované 
hmoty, kde je podroben řadám změn, ve kterých dochází k odštěpení methoxylové skupiny (–
OCH3), vznikají o-hydroxyfenoly a konečnou oxidací alifatických částí molekuly vznikají 
karboxylové skupiny (–COOH). Takto obměněné části ligninu jsou podrobeny dalším 
reakcím, ve kterých prvotně vznikají vysokomolekulární huminy, dále huminové kyseliny 
a nakonec fulvinové kyseliny. 
Při ztrátě methoxylových skupin a následné oxidaci alifatických částí molekuly obsahuje 
prekurzor HL vyšší množství kyslíku a nižší množství uhlíku. Dále bylo zjištěno, že lignin při 
oxidačním procesu reaguje s amoniakem za vzniku kondenzačních produktů, v nichž se dusík 
začleňuje do cyklických molekul. 
2.3.2 Polyfenolová teorie 
V šedesátých letech 20. století byla ligninová teorie nahrazena polyfenolovou teorií, která 
se brzy stala uznávanou hypotézou vzniku HL v půdě. Polyfenolová teorie (Obr. 2 cesta 2 a 3) 
popisuje vznik HL z polyfenolových stavebních jednotek, které jsou z největší části 
syntetizované mikroorganismy (mikroedafon). V prvním kroku podléhá odumřelá rostlinná 
tkáň rozkladným procesům, ve kterém jsou rostlinné zbytky rozloženy na základní strukturní 
jednotky. Při tomto procesu zanikají vazby mezi ligninem a celulózou. Alifatické postranní 
řetězce jsou demethylovány a následně oxidovány na polyfenoly, které jsou enzymatickou 
reakcí převedeny na chinony. Enzym, který je využíván při konverzi polyfenolů na chinony se 
nazývá polyfenoloxidása. Chinony následně reagují se sloučeninami obsahující dusík a při 
následné polymerizaci jsou syntetizovány huminové makromolekuly. Nejprve vznikají 
fulvokyseliny, dále huminové kyseliny a nakonec huminy. Polyfenolová teorie byla doplněna 
(Kononov, 1966) hypotézou, která vysvětluje vznik polyfenolů z látek jiného než ligninového 
původu např. celulózy a jiných polysacharidů. Některé HL jsou syntetizovány z rostlinných 
tkání, které lignin neobsahují např. mechy a kapradiny. 
2.3.3 Kondenzace sacharidů s aminy 
Ranné studie zabývající se vznikem humusotvorného materiálu v půdě poukázaly na 
možnost tvorby humusu ze sacharidových stavebních jednotek. Podle této teorie (Obr. 2 cesta 
1) se mikroorganismy přímo nepodílejí na vzniku HL, které jsou syntetizovány z velké části 
chemickými reakcemi a proto jde převážně o ne-enzymatické reakce. Účinkem metabolismu 
přítomných mikroorganismů jsou polysacharidy a proteiny štěpeny na monosacharidy 
a aminokyseliny. V následujících krocích se již mikroorganismy nepodílejí na vzniku HL. 
Následně je amino skupina adována na karbonylovou skupinu za vzniku N-substituovaných 
glykosylaminů. Vzniklé glykosylaminy jsou konformačně přeskupeny na N-substituované 
aminodeoxyketózy. Tímto mechanismem jsou vytvořeny tří-uhlíkaté zbytky aldehydů 
a ketonů, které jsou ochuzeny o molekuly vody (např. glyceraldehyd, dihydroxyaceton 
a hydroxyaceton). Následnou polymerizací těchto látek jsou syntetizovány polymery 
charakteristického hnědého zbarvení, které jsou podobné huminovým látkám. 
Charakteristickým rysem této teorie je produkce velkého množství reagujících látek 
(monosacharidů a aminokyselin) prostřednictvím metabolismu mikroorganismů [9]. 
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2.4 Struktura huminových kyselin 
Pravděpodobně první návrhy struktury huminových kyselin byly předloženy téměř 
současně F. J. Stevensonem (1972) a Harworthem (1973). Souběžně s tehdy vznikající 
hypotetickou strukturou hnědého uhlí se předpokládalo, že huminové látky obsahují ve své 
primární struktuře polyaromatické uhlovodíky. Hypotetická struktura huminové kyseliny 
navržena Stevensonem (Obr. 3) obsahuje volné a vázané fenolické skupiny –OH, chinonové 
struktury, dusíkové a kyslíkové atomy ve funkci můstků a karboxylové skupiny umístěné na 
aromatických kruzích. Obsah hydroxylových skupin v karboxylových a fenolických 
jednotkách se pohybuje v rozmezí od 3 do 10 meq·g−1 a je závislý na původu a použitém 
způsobu zpracování huminových látek [6]. 
 
Obr. 3: Strukturní vzorec huminové kyseliny navržený Stevensonem (1972) 
 
V následujících letech došlo k řadě zásadních objevů ve struktuře huminových kyselin, a to 
zejména díky pokrokům dosažených v oblasti instrumentální a strukturní analýzy. 
Huminové látky byly dlouhou dobu považovány za lineární polymerní sloučeniny 
nacházející se v půdě. Pomocí fyzikálních metod jako jsou osmometrie a analytická 
ultracentrifugace byla určena molekulová hmotnost těchto makromolekul v případě 
fulvinových kyselin v rozmezí 10 000–50 000 Da a více než 300 000 Da pro huminové 
kyseliny. Za prekurzory biosyntetických reakcí vedoucích k výstavbě makromolekuly byly 
považovány látky mající původ ve sloučeninách jako jsou lignin, celulóza, polyfenoly 
a aminokyseliny. Tato představa o jejich struktuře byla vyvozena pouze na základě 
experimentálních výsledků s navrženými modely molekul a studiemi, které popisují vznik 
těchto makromolekulárních látek z jednodušších stavebních jednotek. Tato teorie nebyla 
doposud potvrzena žádnými přímými důkazy, jež by vysvětlovaly vznik těchto polymerních 
sloučenin v přírodních podmínkách půdní matrice [10]. 
S příchodem moderních fyzikálně-chemických instrumentálních metod (gelová permeační 
chromatografie, vysokoúčinná vylučovací chromatografie, hmotnostní spektroskopie a NMR) 
se zjistilo, že huminové látky vytvářejí v roztoku smíšené agregáty podobající se micelám. 
Tyto struktury jsou stabilizovány slabými vazebnými interakcemi jako jsou van der Waalsovy 
síly, vodíkové vazby, π-vazby a hydrofobní interakce. Průměrná hmotnost jednotlivých 
huminových molekul je zpravidla nižší jak 1000 Da, avšak nejčastěji se jejich molekulová 
hmotnost nachází v intervalu 500–1000 Da. Z experimentálních výsledků vyplývá, čím menší 
je poměr hydrofilní a hydrofobní části molekuly, tím menší je průměrná molekulová hmotnost 
těchto huminových sloučenin. Strukturní model je pak tedy založen na konceptu micely, jež 
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popisuje huminové kyseliny jako micely s hydrofobními jádry a ionizovanými hydrofilními 
konci [11]. 
Struktura a prostorové konformace huminových kyselin jsou poněkud složitější než se 
původně předpokládalo. V důsledku provedených experimentů byl definován nový koncept 
pohlížející na huminové látky jako na supramolekuly. V půdě je organická hmota 
degradována na relativně malé molekuly. Takto vzniklé fragmenty se náhodně shlukují do 
větších heterogenních celků a vytvářejí tzv. supramolekulu. Tento systém je stabilizován 
slabými vazebnými interakcemi jako jsou van der Waalsovy síly, π–π a π–CH vazby 
v případě neutrálního pH a vodíkové můstky při nižších hodnotách pH. Disperzní síly mohou 
být narušeny působením minerálních nebo monokarboxylových organických kyselin (kyselina 
mravenčí, octová). Huminové látky tvořené různými stavebními jednotkami vykazují jako 
celek vyšší molekulovou hmotnost [10]. 
Huminové látky jsou podle Simpsona a kol. [12] makromolekulární agregáty skládající se 
z velkého počtu nízkomolekulárních fragmentů. Tento systém je tvořen heterogenními 
komponenty jako jsou např. alifatické kyseliny, aromatické fragmenty ligninu, polypeptidy, 
polysacharidy, ethery, estery a alkoholy, jejichž molekulová hmotnost nepřesahuje 2000 Da. 
Tyto nehuminové látky (organické komponenty) jsou k sobě poutány slabými disperzními 
silami a kovalentní vazbou s kovovými kationty případně sorpcí na pevné částice. Ionty kovů 
hrají klíčovou roli v celkové stabilitě těchto agregátů tvořící huminové látky. Schéma 
„supramolekulární“ struktury HL podle Simpsona je znázorněno na obrázku (Obr. 4). 
 
 
Obr. 4: Schéma „supramolekulární“ struktury HL podle Simpsona 
 
Supramolekulární struktura huminových látek je tvořena aromatickými sloučeninami, které 
jsou uspořádány do několika hydrofobních domén. Tyto domény jsou charakterizovány 
nízkou vnitřní mobilitou. Supramolekula HL je rovněž tvořena menšími heterogenními 
molekulami, které se seskupují do mobilních agregátů hydrofilního charakteru. Tento 
strukturní model nám může být nápomocen k detailnějšímu pochopení distribuce a mobility 
organické hmoty v půdním prostředí [13]. 
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2.5 Huminové látky 
Huminové látky jsou pravděpodobně nejrozšířenější přírodní organické sloučeniny na 
zemském povrchu, které vznikly chemickým a biologickým rozkladem organické hmoty 
a syntetickou činností mikroorganizmů. Jsou pokládané za nejdůležitější zdroj organického 
uhlíku v půdním i vodním prostředí a mají klíčovou úlohu v přírodě, protože stimulují růst 
rostlin, jsou zodpovědné za strukturu a fyzikálně-chemické vlastnosti půdy a též se spojují 
s většinou povrchových jevů, které v půdě nastávají [14]. 
Základní vlastnosti huminových kyselin závisí na jejich původu a na způsobu jejich izolace 
z přírodní matrice. K izolaci huminových kyselin se nejčastěji používají roztoky silných 
hydroxidů, pyrofosforečnanu sodného nebo jejich směsi. Použití různých extrakčních činidel 
ovlivňuje zejména složení huminových kyselin, ale také zastoupení jednotlivých stopových 
prvků jako jsou např. Br, Cu, Fe, Ni, Pb, Zn aj. Bylo zjištěno, že použitý druh extrakčního 
činidla má malý vliv na elementární složení, spektroskopické vlastnosti a obsah popele 
v izolovaných huminových kyselinách. Obsah stopových prvků se však s použitým 
extrakčním roztokem mění výrazně. Roztok pyrofosforečnanu sodného je selektivní pro Br, 
Cu a Ni a směs roztoku pyrofosforečnanu sodného s hydroxidem sodným je selektivní pro 
stopové prvky jako jsou Zn, Fe a Pb [15]. 
Kvalitativní zastoupení huminových látek v půdním výluhu závisí na použitém druhu 
extrakčního činidla a na postupu extrakce jakým byly huminové látky izolovány. Půdní 
huminové kyseliny extrahované roztokem hydroxidu sodného jsou více alifatické, což svědčí 
o jejich nižším stupni humifikace a kondenzace. Extrakce roztokem pyrofosforečnanu 
sodného vede k získání kondenzovanějších a více humifikovaných HK, jež je důkaz 
o přítomnosti aromatických struktur v molekule huminových kyselin. Účelovost extrakčního 
činidla je dána vzájemnou interakcí alifatické a aromatické složky s extrakčním roztokem 
a jeho selektivitou vůči této složce [16]. 
Bylo zjištěno, že některá extrakční činidla iniciují proces autooxidace huminových kyselin. 
V důsledku tohoto děje se mění jejich fyzikálně-chemické vlastnosti a zastoupení jednotlivých 
prvků v jejich struktuře. Průběh extrakce může být ovlivněn koncentrací extrakčního roztoku, 
kterým jsou HK izolovány. Tento vliv je patrný zejména v případě, kdy jsou použity roztoky 
silných hydroxidů např. NaOH a KOH. Všeobecně lze říci, jestliže použijeme roztok 
hydroxidu o koncentraci 0,2–0,5 mol·dm−1, tak získáme více homogenní frakce huminových 
kyselin. Použití extrakčního činidla o vyšší koncentraci je nezbytné, pokud je výtěžnost HK 
příliš nízká [17]. 
Huminové látky obsahují ve své struktuře celou řadu fragmentů pocházející z doposud 
nehumifikované organické hmoty. Jedná se především o polysacharidy, polypeptidy, mastné 
kyseliny, ligniny, estery, fenoly, ethery, karbonylové sloučeniny, chinony, peroxidy, ale také 
deriváty benzenu, acetaly, laktony a alifatické uhlovodíky. Společným znakem těchto 
sloučenin (huminových látek) je jejich velká stabilita vůči degradaci, avšak jejich rezistence 
může být oslabena působením oxidujících látek. Takto jsou HL degradovány na alifatické 
a aromatické karboxylové kyseliny kromě n-alkanů a n-mastných kyselin [18]. 
Přírodní organické látky (NOM – Natural Organic Matter) jsou významnou součástí půdní 
hmoty. Podle velikosti částic se NOM dělí na rozpuštěné (DOM – Dissolved Organic Matter) 
a nerozpuštěné (SOM – Suspended Organic Matter). Dohodou byla velikostní hranice mezi 
rozpuštěnými a nerozpuštěnými organickými látkami stanovena na 0,45 µm. 
Jedná se o složitou směs aromatických a alifatických uhlovodíkových struktur s mnoha 
typy funkčních skupin (např. amidové, karboxylové, hydroxylové, ketonické a další funkční 
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skupiny) s různými fyzikálními a chemickými vlastnostmi. DOM mohou být původu 
allochtonního nebo autochtonního. Mezi allochtonní organické látky řadíme výluhy z půdy 
a sedimentů (půdní a rašelinný humus, výluhy z listí a tlejícího dřeva), mezi autochtonní pak 
produkty životní činnosti rostlinných a živočišných organismů a baktérií a látky vzniklé 
biologickými a chemickými přeměnami odumřelých buněk. Přírodní organické látky jsou 
tvořeny huminovými látkami (huminové kyseliny a fulvokyseliny) a látkami nehuminového 
charakteru (především proteiny a polysacharidy) [19]. 
Huminové látky v terestriálních sedimentech (rašelina, uhlí) jsou obvykle výsledkem 
mikrobiálního a chemického rozkladu a resyntézy rostlinných zbytků. Na druhé straně ve 
vodě rozpustné a sedimentující huminové látky v mořích, řekách a jezerech jsou odvozeny 
převážně z vodní flóry. Obsah uhlíku a poměr uhlíku k dusíku je u těchto látek zpravidla 
vyšší [20]. 
Humifikovaná půdní organická hmota (POH) představuje jeden z hlavních faktorů řídící 
fyzikálně-chemické a biologické vlastnosti půdy a svým množstvím a složením ovlivňuje 
nejen úrodnost půdy, ale plní i velmi významnou úlohu v půdní hygieně (imobilizace těžkých 
kovů a organických polutantů). Efektivnost aplikace různých organických látek na imobilizaci 
Cd, Pb a Zn a na jejich přestup do rostlin, závisí především na kvalitě organické hmoty. 
Z různých organických látek (hospodářský hnůj, kompost, slatinná rašelina a kyselá rašelina) 
se jako nejúčinnější ukázala aplikace slatinné rašeliny, která neutralizuje kyselé půdy 
a současně působí jako vhodný sorbent [21]. 
Molekuly huminových kyselin jsou neustále modifikovány v závislosti na čase 
a podmínkách, kterým jsou během humifikačních procesů vystaveny. Celý proces je 
ovlivňován zejména přítomností půdních organismů, vlivem vlhkosti, teploty 
a provzdušenosti půdy, dále složením přírodní organické hmoty, enzymy a samotnými 
vlastnostmi půdy. Bylo publikováno mnoho studií, které pojednávají o vlivu přídavku 
organické hmoty na vlastnosti huminových kyselin extrahovaných z nejrůznějších půdních 
matric. Bylo zkoumáno elementární složení a spektroskopické vlastnosti půdních HK 
s přídavkem organického materiálu. Huminové kyseliny izolované z organických materiálů 
(kompost, odpadní kal) se vykazovaly nižším poměrem O/C, což vypovídá o jejich nižší 
celkové kyselosti. Tyto vzorky byly rovněž charakterizovány vyšším obsahem vodíku, dusíku 
a síry ve srovnání s půdními HK. Pomocí FT-IR spektroskopie bylo zjištěno, že huminové 
kyseliny extrahované z OM jsou více alifatické a obsahují více dusíkatých sloučenin 
(peptidických fragmentů), které jsou začleněny v makromolekule HK. Hlavní fluorescenční 
maximum těchto vzorků bylo lokalizováno v oblasti nižších vlnových délek excitace a emise 
340/440 nm. Z těchto výsledků může být pohlíženo na fluorofory jako na slabě konjugované 
molekuly s jednodušším strukturním uspořádáním. Fluorescenční pík půdních huminových 
kyselin je posunut k vyšším vlnovým délkám (440/513 nm), což je způsobeno vyšším 
stupněm humifikace a kondenzace aromatických struktur. Rozdíl mezi oběma půdními vzorky 
v otázce prvkového složení a kyselosti byl poměrně malý. Aplikace organické hmoty do půdy 
vedla ke snížení celkové kyselosti půdních HK a ke zvýšení obsahu biogenních prvků jako 
jsou C, H, N a S. Organická hmota zvyšuje alifatický charakter půdních HK. Nejvíce se 
projevil vliv přídavku organické hmoty (kompostu, odpadního kalu) v případě jílové 
půdy [22]. 
Aplikace organického materiálu do půdy ve formě chlévské mrvy (prasečího hnoje) má 
podobný vliv na kvalitu a fyzikálně-chemické vlastnosti půdních huminových kyselin jako 
např. přídavek kompostu, slatinné a kyselé rašeliny. Bylo charakterizováno zastoupení 
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biogenních prvků (C, O, H, N, S) v huminových kyselinách izolovaných z půdy, chlévské 
mrvy a z půdy, která byla každoročně obohacena přídavkem prasečího hnoje v množství 90 
a 150 m3·ha−1 po dobu tří let. Vzorek huminové kyseliny izolované z chlévské mrvy se 
vykazoval vyšším poměrem vodíku a kyslíku, což značí nižší stupeň aromatické kondenzace 
a humifikace. Tento vzorek byl rovněž charakterizován vyšším obsahem dusíku a síry oproti 
huminové kyselině extrahované z půdy. Celková kyselost byla výrazně nižší vzhledem 
k půdní HK. Huminové kyseliny izolované z chlévské mrvy mají tendenci stávat se více 
alifatickými a strukturně jednoduššími. Během několika let po aplikaci do půdy jsou „mladé“ 
huminové kyseliny transformovány na minerální podíl půdy, kdy již nejsou schopny plnit 
svoji biologickou funkci v dané půdní matrici. Tento jev je nejvíce patrný v případě HK 
pocházejících z chlévské mrvy [23]. 
Huminové kyseliny obsahují trojrozměrné zesítěné molekuly, v jejich centru je jádro 
aromatického charakteru (fenol, naftalen, kumarin, hydroxykumarin, flavonoidy, 
isoflavonoidy aj.) obsahující též kyslíkaté a dusíkaté heterocykly. Na toto jádro navazují 
řetězce alifatického charakteru s bohatým obsahem různých chemicky aktivních funkčních 
skupin. Jedná se především o karboxylové, hydroxylové a fenolické skupiny a také 
o peptidické a lipidické povrchové řetězce [24]. 
Tyto kyseliny mají ve své struktuře zabudované jak hydrofobní, tak i hydrofilní oblasti, 
a proto mohou být adsorbovány na povrchu mnohých částic. V důsledku této struktury mají 
vliv na takové procesy jako je rozpustnost, koagulační vlastnost a růst krystalů. Jedna 
z nejdůležitějších vlastností huminových kyselin je jejich obrovská tlumící schopnost a to 
v širokém rozsahu pH. Mají acidobazické vlastnosti a řadu pozoruhodných vlastností jako 
jsou jejich agregační schopnosti, konformační změny i povrchově aktivní chování. Huminové 
kyseliny jsou díky vysoké kationtové kapacitě a schopnosti tvořit stěží rozpustné komplexy 
s polyvalentními kationty a těžkými kovy ideálním sorpčním médiem pro anorganické 
a organické polutanty. Publikovány byly výzkumné práce zaměřené na imobilizaci 
a odstranění aromatických, polyaromatických a polychlorovaných sloučenin jakými jsou 
izomery dichlorbenzenu, dichlorfenolu a některých typů herbicidů [25]. 
2.6 Využití huminových látek 
V současnosti mají huminové látky poměrně rozsáhlé využití, které je možné rozdělit na 
následující oblasti: aplikace v zemědělství, průmyslové použití, využití v oblasti ochrany 
životního prostředí, farmakologické použití a využití jako palivo [6]. 
2.6.1 Průmyslové využití 
V papírenském průmyslu se uplatňují HK, resp. jejich sodná forma (humát sodný), který se 
používá jako barvivo papíru. Jeho přítomnost zároveň zlepšuje retenci papíroviny a snižuje 
průnik toxických látek do podsítných vod. Barvení je bezproblémové jak u technologie, kdy je 
barva přidávána přímo do hmoty rozvlákněného papíru, tak u technologie, kdy se barva na 
povrch papíru nanáší na klížícím lisu. 
Ve stavebnictví se huminové látky uplatňují jako účinná složka plastifikátorů betonových 
směsí. Plastifikátory s obsahem HK řeší základní problém transportbetonu, tj. zablokování 
hydratace cementu a zachování konzistence betonové směsi během její dopravy bez 
negativního vlivu na rychlost nárůstu počátečních pevností betonu. Plastifikátory na bázi HK 
jsou ve své třídě kvalitativně srovnatelné se zahraničními výrobky při nižší ceně [26]. 
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V nábytkářském průmyslu se uplatňují HL, resp. jejich soli jako barvivo k úpravě a barvení 
dřevěných dýh. Další uplatnění HL lze nalézt v koželužním průmyslu, kde se tyto látky 
používají zejména k činění kůží, dále pak jako barvivo a surovina upravující výsledný vzhled 
výrobku. V keramickém průmyslu se huminové látky využívají jako aditivum, které zvyšuje 
odolnost vůči mechanickému namáhání doposud nevypálené keramiky. HL rovněž pozitivně 
ovlivňují reologické chování odlévacích porcelánových hmot. Při výrobě plastů se aplikují při 
barvení polyvinylchloridu nebo Nylonu 6 a zároveň plní funkci změkčovadla těchto 
polymerních látek [3]. 
2.6.2 Aplikace v zemědělství 
Prvotní uplatnění našly huminové kyseliny v oblasti zemědělství. Je pro ně typické, že i při 
jejich velmi nízké koncentraci v půdě se dociluje pozitivního vlivu na rostlinu. Následné 
zvýšení koncentrace HK přinese zvýšení tohoto efektu jen tehdy, zvýší-li se současně úroveň 
i dalších faktorů např. minerálních živin nebo slunečního svitu. Huminové kyseliny jsou 
v běžných půdních podmínkách pevně vázány na minerální podíl půdy a jsou ve vodě 
nerozpustné. V tomto stavu jsou ovšem fyziologicky neúčinné. Laboratorně lze sice připravit 
HK v rozpustném stavu, ale po aplikaci do půdy se znovu váže na minerální podíl půdy 
a stává se opět nerozpustnou. Z pohledu zemědělské produkce jsou proto prakticky významné 
jen ve vodě rozpustné soli huminových kyselin, především humáty amonné a vápenaté. 
Na trhu je uvedeno mnoho průmyslových přípravků fungujících na této bázi, které ovšem 
nejsou využitelné pouze jako hnojivo. Jejich působením se v půdě aktivují bakterie, které 
urychlují procesy rozkladu organické hmoty a dokáží tak zkrátit dobu potřebnou k tvorbě 
humusu. Nejvyšší iontovýměnou kapacitu mají staré zahradnické komposty s optimálním 
stupněm humifikace. Kvalitní průmyslové komposty mají hodnoty 10krát nižší. Při tvorbě 
humusu hraje důležitou roli struktura rostlin, genotyp, osevní postup, intenzita zpracování 
půdy, hnojení, závlahy, hustota porostu, vliv stanoviště, předplodiny, dodržování půdní 
hygieny a další. Organická hmota jetele lučního a kukuřice humifikuje zcela rozdílně kvalitou 
i kvantitou. Při přeměně jetele vzniká více HK, než u kukuřice, kde vznikají spíše FK. 
Význam humusu v půdě tedy vyplývá z toho, správně vytvořený humus je nezbytným 
činitelem při tvorbě fyzikálně-chemických a biologických vlastností půdy pro výživu rostlin. 
Působí jako tmelivo půdních částic a tím podporuje tvorbu droptovité struktury. U písčitých 
půd zvyšuje sorpční schopnost půdy pro živiny a vodu, kdežto u jílovité půdy zkypřuje 
a zlepšuje jejich fyzikální vlastnosti [27]. 
Z hlediska ekologických vztahů mezi půdou a rostlinou jsou mimořádně cenné humáty 
vápenaté. Dvojvazný kationt vápníku spojuje mezi sebou jednotlivé molekuly humátu do 
větších shluků, které označujeme jako micely. Samozřejmě se tím ruší rozpustnost humátů, 
vytváří se však tixotropní hmota, která samovolně přechází ze stavu sol do stavu gel. Micely 
humátu vápenatého jsou následně opět prostřednictvím vápníku vázány na povrch půdních 
jílových materiálů. Vzniká tak humusojílový sorpční komplex, který má pozitivní vliv na 
strukturní stav půdy a na další vlastnosti podmiňující půdní úrodnost, ale zároveň se vytváří 
rezervoár minerálních iontů vázaných na povrchu komplexu. Kořenový systém rostlin 
v půdním roztoku může výměnným způsobem snadno přijímat potřebné živiny [28]. 
Roztoky HL se využívají k postřiku na listy v kombinaci s výživou rostlin. Huminové 
kyseliny působí jako stimulátory místa a inhibitory vzniku plísní [26]. 
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2.6.3 Ochrana životního prostředí 
Huminové kyseliny jsou svojí strukturou blízké průmyslově vyráběným ionexům, proto je 
možné používat oxyhumolity a deriváty HK k zachycování toxických kovů (Pb, Hg, Cd, Cu, 
Zn, Ni, Cr), respektive jejich iontů z odpadních vod. Stejně jako ionexy se dají použít do 
kolon a regenerovat, nebo se používají ve formě přídavků do odpadní vody s následným 
oddělením sedimentací nebo filtrací. Nejvhodnější použití těchto látek je tam, kde se 
koncentrace toxických kovů pohybuje v rozmezí 1–10 mg·dm−3. Zbytková koncentrace kovů 
v odpadních vodách je zpravidla nižší než 0,3 mg·dm−3. Jsou ekologicky nezávadné a vazebná 
síla vůči kovům je srovnatelná s průmyslovými ionexy. 
Oxyhumolity lze přidávat do kontaminovaných půd, výhodně pak v kombinaci 
s vápněním. Huminové kyseliny obsažené v oxyhumolitech zachycují těžké kovy a organické 
polutanty. HK v oxyhumolitech jsou zpravidla kvalitnější než HK pocházející z rašeliny [26]. 
Pro čištění odpadních vod byly vytvořeny filtry, které obsahují aktivní jádro s přídavkem 
huminových kyselin. Nejčastěji jsou tyto filtry využívány k odstranění karcinogenních iontů 
chromu (Cr6+), barviv, pesticidů, různých uhlovodíkových sloučenin a fenolů z městských 
a průmyslových odpadních vod. Vhodně substituované humáty mohou být použity 
k zachycení merkaptanů a sirovodíku z dodávek zemního plynu a rovněž oxidu siřičitého, 
který je součástí průmyslových emisí. Pomocí HL mohou být imobilizovány organické látky 
jako jsou herbicidy, fungicidy, insekticidy, nematicidy, dioxiny a estrogenní sloučeniny, které 
mají negativní vliv na endokrinní systém živých organismů, které jsou s těmito látkami ve 
styku v jejich životním prostředí. Bylo zjištěno, že HL inhibují proces fermentace, který je 
zprostředkován metabolickými ději některých půdních bakterií. Tato skutečnost má velký 
význam v autekologii anaerobních bakterií, které se vyskytují v půdě a vodních 
sedimentech [3]. 
2.6.4 Aplikace v lékařství 
Huminové látky nacházejí své uplatnění v různých oborech medicíny. Huminové látky se 
používaly již v antickém Řecku v podobě rašelinových koupelích a slatinných zábalů. HK 
katalyzují některé enzymatické reakce a přispívají tak k zlepšení metabolických dějů 
v organismu člověka. Snižují produkci stresových hormonů, což příznivě ovlivňuje srdeční 
činnost, krevní tlak a psychický stav jedince. Podporují krvetvorbu a zvyšují saturaci kyslíku 
v erytrocytech. Huminové kyseliny příznivě ovlivňují imunitní systém a zabraňují vzniku 
autoimunitních onemocnění např. artritidy. Jsou prokázány imunosupresivní, detoxikující 
a analgetické účinky. Dále ovlivňují hladinu cukru v krvi. HK stimulují regeneraci tkání 
a přispívají tak k rychlému hojení ran a spálenin. Léčebný efekt HL je využíván zejména 
v dermatologii a lázeňských procedurách [29]. 
Bylo zjištěno, že huminové kyseliny podávané profylakticky potkanům významně snižují 
rozšíření žaludeční stěny, které je indukované ethanolem. HK podávané potkanům značně 
urychlují proces hojení žaludečních a duodenálních (jícnových) vředů. Herpes virus není 
schopen proniknout přes buněčnou stěnu živočišné buňky v jejichž blízkosti se nacházejí 
fragmenty HL. Z nemocničních studií vyplývá, že fulvinové kyseliny významně zvyšují 
imunitní odpověď organismu vůči těžkým respiračním onemocněním. Nepříznivý průběh 
nádorového onemocnění může být zvrácen pomocí speciální terapie využívající HL [3]. 
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2.7 Luminiscence 
Luminiscenční jevy - fluorescence a fosforescence - jsou definovány na základě 
multiplicity excitovaného stavu, který emituje. Původně se oba fenomény odlišovaly tím, 
zdali jsou zjistitelné prostým okem pouze při osvitu emitující látky nebo i poté, co osvit 
skončil. Pokud emise záření skončila ihned s osvitem, byla označována jako fluorescence; 
pokud trvala, jev byl označen jako fosforescence. 
V roce 1935 navrhl Jabloňski, že fosforescence je emise z déle žijícího metastabilního 
elektronového stavu, který je energeticky níže než stav, který vznikl absorpcí světla. Tento 
stav je nám již známý stav tripletový. Delší doba života fosforescence je přímý následek 
kvantově-mechanicky „zakázaného“ zářivého přechodu T1→S0 (kp∼10−2–104 s−1), jelikož se 
mění multiplicita. Na druhé straně fluorescence (S1→S0) je proces velmi rychlý a spinově 
„dovolený“ díky zachování multiplicity (kf∼106–109 s−1). 
Elektronově excitovaný atom musí ztratit energii buď emisí záření nebo při kolizi s jinou 
částicí (mezisystémový přechod není z kvantově-mechanického hlediska možný). 
Stručně řečeno, fluorescence z excitovaného singletového stavu musí být dostatečně rychlá 
a účinná ve srovnání s ostatními deaktivačními procesy. 
Kvalita fluorescenčního spektra závisí na tom, zdali je fluoreskující látka 
v kondenzovaném nebo v plynné fázi. 
Měříme-li fluorescenci kapalin, vibrační relaxace je v podstatě úplná a fluorescence 
probíhá pouze z nejnižší vibrační hladiny excitovaného stavu. Díky kvantové povaze jevu 
není fluorescenční spektrum ovlivněno změnami vlnové délky excitačního světla (jedinou 
podmínkou je, aby bylo absorbováno) [30]. 
 
Hlavní charakteristiky fluorescence jsou: 
• intenzita – počet fotonů procházejících v daném směru jednotkovou plochou za jednotku 
času; 
• spektrální složení – spektrální hustota fotonového toku na jednotkový interval vlnových 
délek nebo frekvencí; 
• polarizace – směr kmitání elektrického vektoru elektromagnetické vlny; 
• doba dohasínání – je dána vnitřní dobou života excitovaného stavu, z něhož dochází 
k emisi, úzce souvisí s pochody vedoucími k nezářivé deaktivaci tohoto stavu; 
• koherenční vlastnosti – vztahy mezi fázemi světelných vln. 
 
Zrcadlová symetrie mezi absorpčním a fluorescenčním pásem platí pro velké množství 
organických molekul a je způsobena tím, že absorpce i emise z odpovídajících si vibračních 
hladin mají stejnou relativní pravděpodobnost. Většina absorbujících a emitujících molekul se 
nachází v rovnovážném vibračním stavu, přičemž vibrační struktura základního 
a excitovaného stavu mají stejnou strukturu. Po absorpci přechází elektron z rovnovážné 
vibrační hladiny stavu S0 na vyšší vibrační hladinu stavu S1, poté dochází k rychlé vibrační 
relaxaci na rovnovážnou vibrační hladinu stavu S1 a teprve poté následuje zářivý přechod na 
vyšší vibrační hladinu stavu S0 a další vibrační relaxace na rovnovážnou vibrační hladinu 
stavu S0. Rozdílu v energiích mezi maximy absorpčního a emisního pásu se nazývá Stokesův 
posuv. Výjimky z pravidla zrcadlové symetrie jsou obvykle důsledkem rozdílného 
geometrického uspořádání atomových jader v excitovaném stavu oproti uspořádání ve stavu 
základním. 
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2.7.1 Měření fluorescence 
Spektrofluorimetry mají zdroj budícího záření v ultrafialové a viditelné oblasti spektra. Pro 
měření ustálené fluorescence se běžně používají vysokotlaké výbojky, přístroje pro měření 
časově rozlišené fluorescence využívají jako zdroj budícího záření obvykle pulzní laser. 
Budící záření prochází excitačním monochromátorem a dopadá na vzorek (obvykle 
temperovaná kyveta s roztokem analyzovaného vzorku). Nejčastěji ve směru kolmém 
k budícímu paprsku se měří emitované fluorescenční záření, které nejprve prochází emisním 
monochromátorem a je detekováno pomocí fotonásobiče. Používá se uspořádání s jedním 
emisním monochromátorem (uspořádání L) nebo se dvěma protilehlými emisními 
monochromátory (uspořádání T). 
Při měření emisních spekter fluorescence je excitační monochromátor nastaven na pevnou 
vlnovou délku budícího záření. Při měření excitačních spekter je pevně nastavena vlnová 
délka na emisním monochromátoru. Kromě vlnových délek excitace a emise se běžně 
nastavují ještě šířka štěrbin obou monochromátorů, které ovlivňují citlivost a spektrální 
rozlišení daného měření. 
Pro analýzu neznámých vzorků nebo směsí fluoroforů se používá měření úplné 
fluorescence (excitačně-emisní matice nebo maticové skenování). Excitační-emisní matice 
vzniká spojením excitačního a emisního spektra směsi fluoroforů do trojrozměrného obrazu, 
kde je na jedné ose excitační vlnová délka, na druhé ose je emisní vlnová délka a na svislé ose 
je vynesena intenzita fluorescence. 
Synchronní fluorescence může být vhodná pro analýzu směsí látek; tato metoda je 
založena na současném běhu obou monochromátorů, přičemž je nastaven konstantní rozdíl 
vlnových délek mezi excitačním a emitovaným zářením tzv. synchronní excitace. Výsledkem 
je konvoluce emisního a excitačního spektra [31]. 
2.7.2 Fluorescence huminových látek 
Fluorescenční spektroskopie je hojně využívanou metodou v oblasti charakterizace 
huminových látek a slouží především k jejich klasifikaci a roztřídění do jednotlivých skupin 
dle fluorescenčního chování. Fluorescenční spektroskopie poskytuje nepřeberné množství 
informací týkajících se struktury, prostorového uspořádání a dynamických vlastností 
vycházejících z jejich intramolekulárních a intermolekulárních interakcí. Jedná se 
o experimentálně jednoduchou metodu, která se vyznačuje relativně vysokou citlivostí vůči 
analyzovaným vzorkům huminových látek. Z důvodu realizace měření v křemenné kyvetě je 
požadavek na objem vzorku malý [32]. 
Navzdory tomu, že fluorescenci huminových látek je věnována značná část vědeckého 
zájmu, tak přesný původ fluorescence v molekulách těchto látek není doposud zcela znám. 
Fluorescence HL může být vysvětlena několika způsoby, a však principielně bývá přičítaná 
jejich struktuře a chemickému složení. Předpokladem fluorescence huminových látek je 
přítomnost aromatických struktur a konjugovaných nenasycených vazeb, které jsou příčinou 
vzniku elektronového mraku v molekule HL. Fluorescence HL je podle Caryho a Knighta 
způsobena přítomností třinácti složek ve struktuře huminových molekul (sedm chinoidního 
typu, dvě odvozeny od aminokyselin a čtyři skupiny molekul jsou zatím nezařazeny) [33]. 
Peuravuori a kol. [34] rozčlenil fluorescenční spektrum na základě určitých vlnových délek na 
několik oblastí. Dále bylo zjištěno, že za fluorescenci HL je přímo odpovědno několik 
polycyklických sloučenin, které se pokusil experimentálně zjistit na základě jejich typických 
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fluorescenčních vlnových délek. Ve struktuře huminových kyselin se mohou nacházet 
deriváty kumarinu, chinony, fenoly a perylen. 
Fluorescence huminových látek závisí na mnoha faktorech, které přímo ovlivňují její 
chování a následnou interpretaci naměřených fluorescenčních spekter. Nezanedbatelný vliv 
má původ a stáří půdní matrice, pH roztoku a přítomnost některých kovových iontů, které 
mohou způsobovat zhášení fluorescence. HL jsou charakterizovány polohou fluorescenčních 
maxim ve spektru, které dávají tušit přítomnost některých fluoroforů v molekule huminových 
látek. Sierra a kol. [35] rozdělil tyto fluorofory na základě polohy ve fluorescenčních 
spektrech do následujících skupin α, α´, β, γ a δ. Fluorofory α a α´ byly charakterizovány jako 
typické sloučeniny organické hmoty. Vedlejší fluorescenční maxima (β, γ a δ) mohou 
souviset s původem a stářím vzorků HL. Je třeba si uvědomit, že poloha fluorescenčních 
maxim je v případě excitačních spekter závislá na emisní vlnové délce a naopak v případě 
emisních spekter je závislá na použité vlnové délce budícího excitačního zdroje. Hodnota 
relativní intenzity fluorescence (R.F.I.) vypovídá o stáří a původu vzorků huminových látek. 
Huminové kyseliny jsou většinou charakterizovány nižší intenzitou fluorescence oproti 
fulvinovým kyselinám. Je to pravděpodobně způsobeno tím, že FK vykazují nízkou 
molekulovou hmotnost, nízkou aromaticitu a stupeň kondenzace. Huminové látky mohou být 
charakterizovány poměrem dvou hlavních fluorescenčních maxim α/α´. Tento poměr je 
zpravidla vyšší v případě HK oproti FK. Dále bylo zjištěno, že poměr α/α´ roste se vzrůstající 
hloubkou odběru půdních HL, což lze považovat za následek zrání a rozkladu organické 
hmoty. Této charakteristiky lze s výhodou využít v případě odlišení půdních a vodních vzorků 
huminových látek. 
Parlanti a kol. se zabýval studiem HL pocházejících z pobřežních a mořských sedimentů. 
Bylo zjištěno, že vzorky pobřežních a mořských sedimentů obsahují více fluorescenčních 
maxim (α, α´, β, γ a δ) oproti kontinentálním vzorkům, které jsou charakterizovány zpravidla 
dvěma fluorofory typu α a α´. V excitačně-emisních spektrech těchto vzorků byl lokalizován 
fluorofor β, který má svůj prapůvod v látkách jako je tryptofan a tyrosin. Intenzita 
fluorescence tohoto fluoroforu je závislá na přítomnosti dusíkatých sloučenin v daném vzorku 
huminových látek. Fluorofory γ a δ jsou produkovány na základě biologické aktivity 
fytoplanktonu a mají svůj původ ve sloučeninách bílkovinné povahy [36]. 
Vlastnosti půdních HK se mění rovněž s hloubkou, ze které byla půda vzata a také 
s mocností daného půdního horizontu. Obecně platí, že HL získané z nižších vrstev půdního 
profilu jsou charakterizovány vyšším stupněm kondenzace aromatických struktur a zároveň 
vyšším stupněm humifikace. Huminové kyseliny pocházející z povrchových vrstev půdního 
profilu (Ap1, Ap2, Ab1 a Ab2) obsahují více alifatických fragmentů s celkově vyšším počtem 
kyselých funkčních skupin, zatímco HK odebrané z nižších vrstev (Bt1, 2B, 2Bt2 a 2B/C) 
jsou charakterizovány vyšší aromaticitou a obsahem polysacharidických složek [37]. 
2.8 UV-VIS spektroskopie 
UV-VIS spektroskopie je hojně využívaná metoda v oblasti charakterizace optických 
vlastností půdních huminových látek. Nejčastěji využívanou charakteristikou, kterou můžeme 
z UV-VIS spekter získat je tzv. barevná křivka a barevný index Q4/6, který je rovněž znám 
pod pojmem humifikační index. V zahraniční literatuře je tento index označován jako E4/E6. 
Postup stanovení barevných křivek HL vychází z mezinárodní metody IHSS (International 
Humic Substances Society). Humifikační (barevný) index je definován jako poměr absorbancí 
při vlnových délkách 465 nm a 665 nm. Huminové kyseliny mají zpravidla hodnoty E4/E6 
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nízké (3–4) a fulvinové kyseliny vysoké (9–10). V případě HK tento poměr klesá s rostoucí 
molekulovou hmotností nebo stupněm kondenzace a humifikace [38]. 
Pospíšilová a kol. se zabývala vlivem různých způsobů obhospodařování půdy na obsah 
a kvalitu humusu. Půdní vzorky byly odebírány dvakrát ročně z horizontu Ap (0–15 cm) po 
dobu čtyř let. Pomocí UV-VIS spektroskopie byla zjištěna lineární závislost mezi optickými 
vlastnostmi Q4/6 a obsahem vázaných HK a mezi Q4/6 a poměrem HK/FK [39]. 
Hmotnostní koncentrace HL v modelových vodných roztocích dvou různých preparátů HL 
byla stanovena spektrofotometrickou SPE metodou. Jednalo se o ve vodě rozpustnou frakci 
HK-Fluka a nízkomolekulární HL. Separace HL metodou SPE byla provedena pomocí 
sorpčního materiálu DEAE-celulosy C 545 nebo DEAE-celulosy POWDER DE 50, jako 
eluční roztok byl použit roztok 0,1 a 1 mol·dm−3 NaOH. Stanovení bylo provedeno 
fotometricky při vlnové délce 300 nm a 420 nm. Získané výsledky byly vzájemně porovnány 
a současně porovnány s výsledky, které poskytuje stanovení rozpuštěného organického uhlíku 
(DOC), použité jako analytická koncovka [40]. 
2.9 Infračervená spektroskopie 
Infračervená (IR) spektroskopie poskytuje cenné informace o struktuře organických látek 
v půdách a sedimentech. Již řadu let se používá pro charakterizaci huminových a fulvinových 
kyselin pocházejících z různých typů půd, rašeliny a hnědého uhlí. IR spektroskopie je rovněž 
hojně využívanou metodou v oblasti charakterizace půdní organické hmoty [41]. 
Metody stanovení kvality půdní organické hmoty založené na extrakci půdy různými 
činidly mají tu nevýhodu, že především v důsledku vazby půdní organické hmoty na 
minerální částice je jejich extrakce neúplná. Podle různých druhů použitých vyluhovadel lze 
extrahovat větší či menší část půdní organické hmoty, přičemž je ale nutno počítat s tím, že 
dochází k větším či menším změnám její chemické struktury již v průběhu extrakce. 
Jako perspektivní metody hodnocení množství a kvality půdní organické hmoty se 
v poslední době jeví nedestruktivní spektroskopické metody, zejména reflexní spektroskopie 
v infračervené (DRIFT) a blízké infračervené oblasti (NIRS). 
Transmisní IR spektroskopie je používána ve velkém měřítku pro charakterizaci komplexů 
organických molekul, včetně humusových látek extrahovaných z půdy a jejich nejrůznějších 
frakcích. Pro neporušené půdní vzorky lze použít difusní reflexe, běžně známé jako DRIFT 
(diffuse reflectance infrared fourier transform spectroscopy) za použití FTIR (Fourier 
transform infrared) spektrometru. Tato metoda je úspěšně používána ke kvalitativním 
a kvantitativním analýzám různých typů pevných vzorků jako jsou např. rašelina a komposty, 
uhlí a z něho odvozené deriváty, cukry, minerály apod. Capriel a kol. aplikoval tuto metodu 
na půdní vzorky za účelem stanovení hydrofobicity organické hmoty v široké škále orných 
půd s odlišnou texturou a obsahem organického uhlíku. Hydrofobnost půdní organické hmoty 
je především způsobena alifatickými C–H jednotkami přítomnými v methylových, 
methylenových a methinových skupinách a je definována jako plocha alifatických C–H 
infračervených pásem v oblasti 2800–3000 cm−1 na jednotku celkového obsahu organického 
uhlíku [42]. 
Charakteristika půdních huminových kyselin a humátů pomocí infračervené spektroskopie 
představuje výhodný a rychlý způsob identifikace jejich kvality. Rovněž slouží k výpočtu 
indexu hydrofobnosti molekuly HK. Huminové kyseliny a humáty byly izolovány ze čtyř 
různých půdních typů (černozem luvická, hnědozem modální, kambizem modální 
a kambizem litická). Infračervené spektra byly měřeny přímo bez úpravy vzorku technikou 
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SRATR (single reflection attenuated total reflectance) na FTIR spektrometru Shimadzu 8700. 
Parametry měření byly tyto rozlišení 4 cm−1, spektrální rozsah 550–4000 cm−1, počet skenů 
32. IČ spektra půdních humátů kambizemí byla velmi podobná při 1582 cm−1 (asymetrická 
valenční vibrace skupiny R–COO−) a při 1030 cm−1 (valenční asymetrická vibrace C–O 
skupiny alkoholů R–OH, etherů R–O–R nebo esterů C–O–R). Rovněž oba humáty 
obsahovaly více valenčních vibrací alifatických skupin a méně vibrací aromatických skupin. 
IČ spektra huminových kyselin izolovaných z černozemě luvické a hnědozemě modální 
obsahovala valenční vibrace: alifatické C–H skupiny při 2924–2922 a 2855 cm−1; aromatické 
C=C skupiny při 1624–1619 cm−1; fenoly při 1419–1404 cm−1; karbonylové a karboxylové 
skupiny při 1719–1718 cm−1 a při 1225–1223 cm−1. Dále bylo stanoveno elementární složení 
izolovaných preparátů a byl zjištěn nejvyšší obsah uhlíku u černozemě luvické a nejnižší 
u kambizemě litické [43]. 
2.10 Kompostování 
Kompostování je přirozená biochemická přeměna, při které vzniká z organických látek za 
přístupu vzduchu (aerobních podmínek) a vlivu živých organismů stabilní organický produkt 
tzv. hnojivý substrát. Výsledkem tohoto procesu je přeměna nestabilních přírodních surovin 
na stabilní hnojivo, tento proces doprovází snížení objemu, hmotnosti, obsahu vody, za 
zvýšené teploty. 
Biochemickou degradaci mohou doprovázet kromě účinku aerobních mikroorganismů 
i některé další reakce např. oxidace nebo hydrolýza. Složení organismů podílejících se na 
tomto procesu není konstantní, ale je závislé na složení vstupního produktu a stupni 
humifikace. Pro efektivnost a rychlost aerobního procesu je důležité zajistit přívod vzduchu, 
což je základní podmínkou procesu. 
Při kompostování probíhá přeměna organických látek stejným způsobem jako v půdě, ale 
lze ji technologicky ovládat. Proto lze kompostování definovat jako řízený proces, který 
zabezpečuje optimální podmínky potřebné pro rozvoj žádoucích mikroorganismů a lze získat 
humusové látky rychleji a produktivněji proti polním podmínkám. 
Kompost je konečný produkt kompostovacího procesu (univerzální statkové hnojivo), 
které obsahuje všechny druhy rostlinných živin, humusové složky a půdotvorné látky oživené 
edafonem. Zralost kompostu lze rozeznat dle tmavé drobtovité hmoty bez zápachu, ve které 
nelze identifikovat strukturu původních částic. 
2.10.1 Základní fáze kompostování 
První fáze rozkladu a mineralizace je specifická rychlým nárůstem teploty. Teplota 
v zakládce dosahuje 60–65°C a následně relativně rychle klesá. Tato fáze je specifická pro 
termofilní organismy, které se podílejí na rozkladu složitých organických sloučenin na 
sloučeniny jednodušší anorganického charakteru. S touto biodegradací probíhá také chemická 
degradační reakce. V prvopočátku se rozkládají škroby, cukry, bílkoviny a později celulóza 
a další dřevní hmoty. Konečnými produkty tohoto rozkladu jsou voda, oxid uhličitý 
a nitrátový iont NO3−. Pokud je přebytek dusíku v kompostu, může se uvolňovat ve formě 
amoniaku. Objem hmoty relativně rychle klesá, což je zapříčiněno nejen zhutňováním hmoty, 
ale zejména bilančním poklesem celkové hmotnosti z produkce oxidu uhličitého a jiných 
plynných zplodin. Vzhledem k tomu, že mikroorganismy nepřeměňují organické kyseliny, 
roste jejich zastoupení a dochází k poklesu pH zakládky. Kompost v této fázi není schopen 
aplikace do půdy, protože nemá vlastnosti humusu. Dokonce může vykazovat náznaky 
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fytotoxicity. Vzhledem k vysoké teplotě v první fázi dochází k zániku hnilobných 
patogenních bakterií a inhibuje se klíčivost plevelných semen. Pokud teplota dlouhodoběji 
nevystoupí nad 40°C, může být považována za ukončenou. 
Druhá fáze je označována jako fáze přeměnná, kdy nastává pozvolný pokles teploty ze 
40°C na 25°C. Termofilní bakterie jsou nahrazeny jinou skupinou mikroorganismů a plísní či 
nižší formou hmyzu. Mění se původní struktura, pach, vzhled a její jednotlivé části se 
rozpadají. Hmotnost zakládky se snižuje o 10 %. Sotva lze rozeznat původ skladby kompostu, 
který nejeví známky fytotoxicity a výluhy jsou hygienicky nezávadné. Na konci tohoto 
procesu lze kompost použít jako hnojivo. 
Poslední a tudíž třetí fází je proces dozrávání kompostu, kdy je teplota kompostu totožná 
s okolní teplotou prostředí. Kompost obsahuje malé živočichy a hmyz jako jsou sviňky, 
stonožky a žížaly. Vznikají vazby mezi anorganickými a organickými látkami a vytváří se tak 
kvalitní a stabilní humus. Hmotnost hmoty v této fázi klesá jen zanedbatelně [44]. 
 
Obr. 5: Schéma kompostování podle Sankeye 
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2.11 Současný stav řešené problematiky 
Huminové látky jsou již po řadu desetiletí předmětem intenzivního vědeckého zájmu, který 
vychází z jejich výhodně využitelných fyzikálních a chemických vlastností. Lze nalézt mnoho 
odborných pramenů zabývajících se studiem HL. Zaměřili jsme se na ty, které byly 
publikovány v posledních letech. 
Z hlediska pochopení jejich funkce v životním prostředí a různých ekosystémech je 
nezbytné co nejpodrobněji prostudovat jejich strukturu a tím jejich chování v daném prostředí. 
Huminové látky se stávají z heterogenních směsí látek, které lze charakterizovat pomocí 
fyzikálně-chemických instrumentálních metod. K popisu těchto látek se nejhojněji využívají 
následující instrumentální techniky: potenciometrické a konduktometrické titrace, UV-VIS 
(Ultraviolet-Visible) spektroskopická analýza, fluorescenční spektroskopie, FTIR (Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy) spektroskopie, hmotnostní spektroskopie, NMR (Nuclear 
Magnetic Resonance) nukleární magnetická resonance, EPR (Electron Paramagnetic 
Resonance) elektronová paramagnetická resonance, HPSEC (High Performance Size 
Exclusion Chromatography) a mnoho jiných. Problematika huminových látek je těmito 
metodami stále více prozkoumávána, což nám dává celkový obraz jejich fyzikálních 
a chemických vlastností. 
J. Alberts a kol. [45] studovali huminové látky měřením fluorescence pomocí 3D EEM 
spekter. Touto technikou měření prostudovali spektra huminových látek za účelem stanovení 
jejich původu a pochopení bližších souvislostí v jejich spektrech. Referenčním materiálem 
byly zvoleny vzorky huminových látek dodávaných společností International Humic 
Substances Society (IHSS). V EEM spektrech vzorků pocházejících z vodního prostředí 
a půdních standardů huminových a fulvinových kyselin izolovaných z rašeliny byla zjištěna 
přítomnost dvou fluorescenčních píků. První fluorescenční maximum se nacházelo 
v ultrafialové oblasti excitační osy (≈250 nm) a druhý ve viditelné oblasti spektra excitační 
osy (320–450 nm). Získaná fluorescenční maxima jsou charakteristická pro říční 
a sladkovodní huminové látky. Ve spektrech půdních huminových kyselin byl lokalizován 
další pík. Tento pík byl nalezen v oblasti vyšších vlnových délek emisní osy (nad 450 nm), 
který zastupuje více konjugované fluoroforní molekuly. U kontinentálních huminových 
kyselin bylo umístnění prvních dvou píků posunuto k vyšším vlnovým délkám excitace 
i emise. Nejpravděpodobněji je to způsobeno tím, že HK mají odlišnou proteinovou povahu 
jako je to u HK izolovaných z vodního prostředí nebo mají odlišnou prostorovou geometrii. 
Mezi jednotlivými vzorky HL byl pozorován velký rozdíl v intenzitách fluorescence. 
Fulvinové kyseliny zejména izolované z vodního prostředí vykazovaly nejvyšší intenzity 
fluorescence. Z naměřených EEM spekter a odlišných poloh fluorescenčních maxim se 
pokoušeli identifikovat fluoroforní molekuly přítomných ve vzorcích. J. Alberts a kol. došli 
k závěru, že umístnění fluorescenčních maxim v EEM spektrech nezávisí pouze na 
přítomnosti určitého fluoroforu, ale i na uložení uvnitř makromolekulární struktury. 
M. M. D. Sierra a kol. studovali fluorescenční EEM spektra vzorků huminových látek, 
které pocházely z různých geologických a mořských matric. Pro studium EEM spekter si 
zvolili především huminové látky pocházejících z vodního prostředí. V huminových látkách 
(HL) byly nalezeny dva charakteristické píky α a α´ a dále byl pozorován posun těchto maxim 
v případě huminových kyselin. V naměřených spektrech byla prokázána přítomnost vedlejších 
fluorescenčních maxim (β, γ a δ), které jsou ovlivněny stářím a původem HL. Vzorky 
z mořských a přímořských zdrojů jsou bohatší na spektrální rysy, oproti starším nebo půdním 
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vzorkům. Sierra a kol. zvolil pro studování fluorescenčních EEM spekter širší oblast skenu, 
než tomu bylo doposud. Emisní osa se pohybovala v rozmezí 260–700 nm a excitační 
v rozmezí 250–410 nm a lépe tak zmapoval i ultrafialovou oblast EEM spektra. Pro excitační 
sken huminových kyselin je nejvhodnější vlnová délka emise přibližně 520 nm. Z výsledků 
EEM spekter je patrné, že různé vzorky HL mají odlišné intenzity fluorescence píků α a α´. 
Vzorky z otevřeného oceánu měly poměr intenzit fluorescence α´/α nejvyšší, což je 
způsobeno nízkým obsahem α fluoroforů. Tento poměr je indikátorem stáří půdy, dále závisí 
na stupni humifikace a hloubce půdních horizontů [35]. 
Jeden z faktorů ovlivňující fluorescenci huminových kyselin je koncentrace a to díky 
efektu vnitřního filtru (IFE). IFE způsobuje velké odchylky čímž narušuje lineární vztah mezi 
intenzitou fluorescence a koncentrací měřeného vzorku. M. C. G. Antunes a kol. zkoumali 
vliv koncentrace huminových a fulvinových kyselin na jejich intenzitu fluorescence. Při 
modelování 3D EEM spekter byl použit krok excitace 5 nm a emise rovněž 5 nm. Měření 
spekter proběhlo v oblastech 200,1–700 nm u emise a 200,5–675,1 nm u excitace, což 
rozměrově odpovídá s oblastí, která byla použita v této diplomové práci. Také použitý krok je 
z našeho pohledu optimální, protože musíme najít kompromis mezi požadovanou přesností 
a časovou náročností měření (měření skenu vytyčeného těmito oblastmi excitace a emise 
s výše zmíněným krokem trvá asi 1 hodinu). 3D EEM spektrum huminových látek je většinou 
charakterizováno přítomností fluorescenčního maxima se širokým emisním pásem. Ve 
spektrech je často přítomen ostře ohraničený pás fluorescenčních maxim, které vznikají 
rozptylem světla. Tento pás fluorescenčních maxim je více patrný u vzorků huminových látek 
s nižší koncentrací, kde je fluorescenční signál slabý. V této práci použili k odstranění těchto 
fluorescenčních maxim metodu MCR-ALS (Multivariate curve resolution alternating least 
squares). Dále bylo zjištěno, že intenzita fluorescence roste lineárně spolu se vzrůstající 
koncentrací jen v omezených intervalech koncentrací huminových látek ve vzorku. Nelineární 
průběh křivky byl pozorován v rozmezí koncentrací 30–60 mg·dm−3, což je způsobeno 
efektem IFE [46]. 
Předmětem studie Fasurové a kol. [47] byly optické vlastnosti půdních huminových látek, 
které byly studovány pomocí UV-VIS a synchronní fluorescenční spektroskopie. Vzorky byly 
izolovány z následujících půdních typů České republiky: černozem modální, černozem 
luvická, luvizem oglejená, kambizem modální a kambizem litická. Kvalita huminových látek 
zjištěná metodou krátké frakcionace klesá v následujícím pořadí: černozem modální, 
černozem luvická, luvizem oglejená, kambizem modální a kambizem litická. Poměr obsahu 
huminových a fulvinových kyselin (HK/FK) vzrůstá s klesající hodnotou barvového indexu 
Q4/6, který byl určen ve viditelné části spektra. Bylo zjištěno, že nejvyšší hodnoty absorbance 
ve viditelné části spektra měla černozem modální a černozem luvická. Nejvyšší hodnotu 
relativní intenzity fluorescence měl vzorek černozem modální. Synchronní spektra měřená 
v emisním modu při ∆λ=20 nm obsahovala pět hlavních fluorescenčních píků při 360, 470, 
488, 502 a 512 nm. Fluorescence studovaných vzorků byla porovnána se standardem (Elliot 
soil humic acid standard IHSS). Byly nalezeny korelace mezi fluorescenčními indexy (F) 
a stupněm humifikace (HD), dále mezi vypočítanými stupni humifikace a obsahem 
huminových kyselin a mezi fluorescenčními indexy a poměry HK/FK. 
Fasurová studovala vlastnosti huminových kyselin pomocí synchronní fluorescenční 
spektroskopie. Cílem této práce bylo nalezení charakteristických píků lignitických HK 
a porovnání SFS spekter se dvěma standardy. Jeden standard byl vybrán typově shodný 
s našimi vzorky a druhý odlišný. Předpokládal se jiný průběh SFS spektra standardu Elliot, co 
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se týká lokalizace fluorescenčních maxim a jejich relativní intenzity. V případě SFS spekter 
lignitických HK bylo charakterizováno celkem sedm fluorescenčních maxim. Hlavní emisní 
pík byl ve všech případech pozorován při 488 nm, další vedlejší fluorescenční maxima při 
360, 380, 420, 470, 500 a 512 nm. Standard LHA měl v intervalu 320–620 nm stejný průběh 
SFS spektra jako lignitický vzorek HK. V synchronním fluorescenčním spektru vzorku Elliot 
Soil byly lokalizovány pouze čtyři fluorescenční píky. Hlavní fluorescenční maximum bylo 
určeno při 487 nm. Vedlejší fluorescenční maxima byly charakterizovány v oblasti 470–
506 nm. V současnosti nemáme možnost přesného určení jednotlivých fluoroforů, které se 
nacházejí v molekule HK. V literatuře byly popsány fluorescenční píky některých 
aromatických sloučenin. Je známo, že například deriváty kumarinu mají fluorescenční 
maxima při excitační vlnové délce 340 nm a emisní vlnové délce v rozmezí 400–550 nm. 
Řada autorů rozdělují pozorované fluorescenční maxima na dvě skupiny podle jednoduché 
fenolické struktury HK nebo na aromatické polymerní systémy [48]. 
García-Gil a kol. [49] se zabývali studiem fulvinových kyselin izolovaných z městského 
odpadního kompostu (MWC). Jednu lokalitu ponechali bez přídavku městského odpadního 
kompostu a k druhé půdě přidali tento kompost v množství 20 a 80 t·ha−1. Půdu ponechali 
devět let bez zemědělského zásahu a rekultivací a vyhodnotili kumulativní i residuální vliv 
přídavku MWC na půdní fulvinové kyseliny. U těchto vzorků provedli nejprve elementární 
analýzu biogenních prvků, dále vzorky FK podrobili UV-VIS, FT-IR a fluorescenční 
spektroskopii. Porovnáním těchto vzorků bylo zjištěno, že FK komunálního kompostu mají 
větší obsah dusíku, menší obsah kyslíku a kyselých funkčních skupin, větší protonovou 
afinitu karboxylových skupin, menší molekulovou hmotnost a limitovaný stupeň 
polykondenzace oproti FK bez přídavku tohoto kompostu. Experiment kumulativního na 
rozdíl od experimentu residuálního vlivu odpadního kompostu v půdách více ovlivnil 
elementární a funkční složení půdních FK, kdy došlo ke zvýšení dusíku a síry a také 
protonové afinity COOH skupin a poklesu obsahu acidických funkčních skupin. Dále použili 
k charakterizaci těchto vzorků FK fluorescenční spektroskopii, kdy synchronní sken byl 
v rozmezí vlnových délek 300–550 nm s použitým rozdílem mezi excitačním a emisním 
monochromátorem o hodnotě ∆λ=18 nm. FK obohacená o odpadní kompost měla 
lokalizované fluorescenční maximum při 432 nm. Synchronní fluorescenční spektrum FK 
s residuálním odpadním kompostem a FK bez přídavku tohoto kompostu měli lokalizované 
fluorescenční maximum při 472 nm. Porovnáním půdy bez přídavku kompostu a půd 
s kumulativním přídavkem MWC o hodnotách 20 a 80 t·ha−1 bylo zjištěno, že hlavní 
fluorescenční maxima v případě půd obohacených o MWC jsou posunuty k nižším vlnovým 
délkám. 
Ve své práci se zabývali Droussi a kol. [50] studiem HK izolovaných z rozemletých zbytků 
oliv, které byly odebírány v různých fázích kompostování. Tyto vzorky HK byly 
charakterizovány metodou elementární analýzy, UV-VIS, infračervenou spektroskopií 
s Fourierovou transformací a fluorescenční spektroskopií. Pomocí elementární analýzy bylo 
zjištěno, že v průběhu kompostování dochází ke snížení obsahu C a H v molekulách HK 
a poměru C/N a zároveň dochází ke zvýšení obsahu N, O i kyselých funkčních skupin 
zejména karboxylových a fenolických a poměrů C/H a O/C. Během kompostování dochází 
k syntéze bílkovinných fragmentů z alifatických struktur sacharidových jednotek. Pomocí 
fluorescenční spektroskopie bylo zjištěno, že během zrání kompostu dochází ke snížení 
stupně molekulární heterogenity a ke zvýšení nenasycených kondenzovaných struktur, 
molekulové hmotnosti a koncentrace konjugovaných fluoroforů. Fluorescenční EEM spektra 
 29 
byla proměřena v rozsahu vlnových délek emise 300–600 nm a excitace 250–500 nm. Ve 
fluorescenčním spektru identifikovali dvě dominantní fluorescenční maxima, které byly 
lokalizovány v odlišných EEM regionech 275/340–345 nm a 310/420 nm (λex/λem). V průběhu 
zrání kompostu se tyto fluorescenční píky vytratily a došlo k jejich následné lokalizaci 
v oblasti vyšších vlnových délek emise a excitace 430/500 nm (λex/λem). 
Ve své práci se zabývali Romero a kolektiv studiem huminových kyselin izolovaných 
z vinařských a lihovarnických rostlinných odpadů. Do organické hmoty byly aplikovány 
žížaly rodu Eisenia Andrei a tento materiál byl vermikompostován na otevřené ploše po dobu 
osmi měsíců. Vzorky HK byly charakterizovány metodou elementární analýzy, UV-VIS, 
infračervenou spektroskopií s Fourierovou transformací a fluorescenční spektroskopií. 
V počáteční fázi kompostování byly HK charakterizovány vysokým obsahem C, H a S, 
bílkovinných a sacharidových fragmentů, nízkým obsahem kyselých funkčních skupin 
zejména karboxylových a fenolických, vysokým obsahem alifatických struktur, vyšší 
molekulární heterogenitou, nízkým stupněm kondenzace aromatických struktur a nízkým 
stupněm humifikace. V průběhu vermikompostování se snižoval obsah C a H v HK a poměr 
C/N a zároveň se zvyšoval obsah N a O a také kyselých funkčních skupin, dále rostly poměry 
C/H a O/C. Fluorescenční EEM spektra byla proměřena v oblasti vlnových délek emisní osy 
350–600 nm a excitační osy 300–550 nm. V EEM spektrech identifikovali celou řadu 
fluorescenčních maxim v odlišných EEM regionech 320/407, 340/451, 390/455, 400/498 
a 505/526 nm (λex/λem). Vzorky HK po ukončení vermikompostování se velmi podobaly 
svými fyzikálně-chemickými charakteristikami nativním půdním HK. Z výsledků je patrné, že 
vermikompostování je vhodnou metodou zpracování organické hmoty, která je v tomto 
procesu humifikována [51]. 
Hodnocení stupně vyzrálosti a strukturním změnám organického materiálu v kompostu se 
věnovali i Marhuenda-Egea [52]. V této práci byl použit kompost pocházející z rostlinných 
zbytků vinné révy, který byl odebírán jednou týdně po dobu 200 dní. Jednotlivé vzorky HL 
byly charakterizovány fluorescenční spektroskopií pomocí emisně-excitačních spekter. 
V EEM spektru lokalizovali tři hlavní fluorescenční maxima v odlišných EEM regionech 
(280/340 nm β pík, 285/425 nm fulvinový pík a 335/436 nm huminový pík). Interpretace 
fluorescenčních EEM spekter může být v některých případech složitá, proto bylo celé 
spektrum rozděleno na základě vlnových délek do pěti regionů, ve kterých se lokalizují 
fluorescenční maxima dle jejich původu. Během zrání kompostu jsou „mladé“ frakce HK 
v humifikačním procesu pozměňovány, stávají se více aromatickými a kondenzovanějšími 
a proto se fluorescenční píky posouvají do oblastí vyšších vlnových délek. Další zdokonalení 
této metody by mělo přispět k relativně rychlé metodě hodící se pro hodnocení vhodnosti 
kompostů k půdní aplikaci. 
Podobným výsledkům dosáhl ve své práci i Plaza a kol. [53], který studoval FK izolované 
z rozemletých zbytků oliv a odpadních vod, které jsou produkovány při lisování oliv. 
Organická hmota byla kompostována na otevřené ploše po dobu devíti měsíců. V průběhu 
kompostování byly fulvinové kyseliny izolovány standardním postupem IHSS (International 
Humic Substances Society) a charakterizovány metodou elementární analýzy se zaměřením 
na biogenní prvky (C, H, N, S, O), UV-VIS, infračervenou spektroskopií s Fourierovou 
transformací a fluorescenční spektroskopií. V první fázi kompostování byly FK 
charakterizovány vysokým obsahem C a S, bílkovinných a polysacharidických fragmentů, 
vysokou molekulární heterogenitou, alifatickým charakterem molekul, nízkým obsahem O 
a kyselých funkčních skupin, malým stupněm kondenzace aromatických struktur a malým 
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stupněm humifikace. Dále bylo zjištěno, že během procesu zrání kompostu se snižuje obsah 
C, H a S v FK a zároveň poměr C/N a zvyšuje se obsah N, O a také poměry C/H a O/C, roste 
i obsah acidických funkčních skupin zejména karboxylových a fenolických. Fluorescenční 
EEM spektra byla naměřena v rozsahu vlnových délek emisní osy 300–550 nm a excitační 
osy 300–500 nm. V EEM spektru identifikovali jedno fluorescenční maximum, které bylo 
lokalizováno v oblasti 355–385/465–480 nm (λex/λem). Tyto výsledky napovídají, že při 
prodlužování doby kompostování vznikají FK, které jsou svými vlastnostmi podobné půdním 
FK. 
Ve své práci se zabývali Rivero a kol. [54] studiem huminových a fulvinových kyselin 
izolovaných z půdy Ultisol, která byla obohacena o určitá množství kompostu. Kompost byl 
aplikován jednou ročně po dobu 3 let v množstvích 37, 74 a 148 t·ha−1 a v prvním roce tohoto 
experimentu byla na samostatnou parcelu aplikována jedna vysoká dávka v množství 
444 t·ha−1. Vzorky byly odebírány každoročně z povrchového horizontu 0–7 cm. Vzorky HK 
a FK byly izolovány a frakcionovány standardními metodami podle společnosti International 
Humic Substances Society (IHSS). Nejprve provedli elementární analýzu se zaměřením na 
obsah biogenních prvků a následně uplatnili metody UV-VIS, infračervenou spektroskopii 
s Fourierovou transformací a fluorescenční spektroskopii. Získaná data ukazují, že vyšší 
dávky kompostu vedou k vyšším poměrům CHK/CFK a E4/E6 a tedy k vyššímu obsahu HK, 
které jsou charakterizovány obsahem více kondenzovaných aromatických struktur. Emisní 
fluorescenční spektra byla proměřena v oblasti vlnových délek 380–560 nm emise. 
V emisních spektrech byla fluorescenční maxima posunuta do oblasti vyšších vlnových délek. 
Aplikací kompostu do půdy se zvyšuje kvalita půdní organické hmoty v důsledku zvýšení 
obsahu více kondenzovaných a humifikovaných HK v půdě. 
Campitelli a kol. [55] izolovali HK z kompostovaného a vermikompostovaného 
organického materiálu a charakterizovali je metodou elementární analýzy, potenciometrickou 
titrací, UV-VIS a FTIR spektroskopií. Tyto vzorky byly porovnány s nativními půdními 
huminovými kyselinami. Na základě získaných výsledků bylo zjištěno, že méně 
humifikovaná organická hmota (kompost a vermikompost) vykazuje vyšší obsah alifatických 
struktur a dusíkatých sloučenin a menší stupeň oxidace oproti huminovým kyselinám 
extrahovaným z půdy. Obsah kyselých funkčních skupin byl v případě HK izolovaných 
z kompostované organické hmoty vyšší než z vermikompostovaného materiálu, přičemž HK 
kompostovaného materiálu mají podobný obsah těchto funkčních skupin jako půdní 
huminové kyseliny. 
Faustino a kol. [56] studovali spektroskopické charakteristiky huminových látek 
izolovaných z odpadního kompostu metodou UV-VIS a fluorescenční spektroskopie. 
Komunální odpad byl kompostován na otevřené ploše po dobu 150 dní. UV-VIS spektra 
huminových látek byla charakterizována dvěma Gaussovskými modely, které umožňují 
výpočet absorpčního poměru A0,ET/A0,BZ, který podává informace o typu a stupni substituce 
přítomných chromoforů. Humifikační index (poměr E4/E6) byl citlivý zvláště na přítomnost 
fulvinových kyselin ve vzorku. Ve fluorescenčních EEM spektrech identifikovali dvě 
fluorescenční maxima P1 (λex<280 nm) a P2 (λex>280 nm). V průběhu kompostování se 
fluorescenční maximum P2 posouvalo k vyšším vlnovým délkám excitace a emise. Dále bylo 
zjištěno, že během zrání kompostu klesá podíl sloučenin odvozených od tyrosinu a tryptofanu. 
Richard a kolektiv studovali huminové kyseliny izolované z kompostovaného odpadního 
kalu. Organická hmota byla kompostována po dobu 70, 130 a 730 dní a v těchto časových 
horizontech byly HK extrahovány. Vzorek HK130 byl frakcionován metodou SEC-PAGE. 
 31 
Fluorescenční EEM spektra byla proměřena v oblasti vlnových délek emise 300–700 nm 
a excitace 250–550 nm. Ve fluorescenčním EEM spektru vzorku HK0 byly charakterizovány 
dva dominantní píky, které byly lokalizovány v oblasti 280/350 nm (bílkovinné sloučeniny) 
a 420/660 nm (chlorofyl). Dále bylo zjištěno, že fluorescenční intenzita při emisní vlnové 
délce vyšší jak 400 nm se snižovala v následujícím pořadí HK70>HK130>HK730>HK0 
a zvyšovala se s klesající molekulovou hmotností dané frakce. Fluorofory emitující záření 
v oblasti vysokých vlnových délek mají spojitost s procesem humifikace [57]. 
 32 
3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité chemikálie 
• dekahydrát pyrofosforečnanu sodného, p.a., Sigma-Aldrich Laborchemikalien 
• kyselina chlorovodíková 35%, p.a., Lach-Ner s.r.o. 
• kyselina chlorovodíková 1 M Normana, p.a., Lach-Ner s.r.o. 
• bromid draselný pro FT-IR, Sigma-Aldrich Laborchemikalien Gmbh 
• hydroxid sodný, p.a., Penta 
• destilovaná voda 
• vzorky půdy a kompostu 
3.2 Použité přístroje a zařízení 
• UV-VIS spektrofotometr Hitachi U3900H 
• FT-IR spektrofotometr Nicolet Impact 400 
• spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2 
• pH-metr WTW pH 330 
• konduktometr Metter Toledo 
• centrifuga Hettich Rotina 46R 
• automatická byreta 
3.3 Charakteristika vzorků černozemě luvické a kompostu 
K maloparcelním pokusům (Obr. 6) byl zvolen pozemek v areálu Výzkumného ústavu 
rostlinné výroby Praha-Ruzyně. Klimatický region zvoleného pozemku lze charakterizovat 
jako středně teplý, suchý s mírným průběhem zimního období. Průměrná roční teplota této 
oblasti je 8,2°C s průměrným úhrnem srážek 526 mm, kdy maximum měsíčních srážek 
připadá na měsíc červenec. Průměrný počet dnů se sněhovou pokrývkou se pohybuje 
v rozmezí 35–40 dní. Nadmořská výška pokusného pozemku je 330 m n. m.. Genetickým 
typem tohoto pozemku je černozem luvická s půdotvorným substrátem spraše na křídové 
opuce. Půdní druh lze charakterizovat přechodem mezi půdou hlinitou a jílovitohlinitou 
s průměrným obsahem zrn menších než 0,01 mm je 44,2 %. 
 
 
Obr. 6: Maloparcelní pokus na půdě černozemě luvické 
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Na pokusný pozemek byl v dubnu 2008 aplikován kompost ve zvolených dávkách 
(Tab. č. 1) dle předem navrženého schématu. Dávky kompostu byly odvozeny z nejčastěji 
aplikovaných dávek v již prováděných pokusech, ať již v České republice nebo v zahraničí. 
Kompost byl zapraven do půdy při celoplošném zpracování pokusné plochy rotačním 
kypřičem s horizontálním nožovým rotorem. Ornice byla při této operaci zpracována do 
hloubky 150 mm. 
Výroba kompostu pro potřeby zajištění experimentu byla provedena v roce 2008 na 
experimentální kompostárně Výzkumného ústavu zemědělské techniky při VÚRV. Na 
kompostárně je ke zpracování zbytkové biomasy (bioodpadů) využívána technologie řízeného 
kompostování v pásových hromadách na volné ploše. Hlavními surovinami při zakládání 
kompostu byly posečená tráva, listí, dřevní štěpka, nadsítná frakce a omezené množství 
slámy [58]. 
 
Tab. 1: Dávky kompostu zapravené do půdy 
Varianta Dávka kompostu (t·ha−1) 
D1 124 
D2 239 
D3 478 
3.4 Příprava výluhů huminových látek 
Výluhy huminových látek, které byly použity v této diplomové práci, byly připraveny 
metodou alkalické extrakce z půdy černozemě luvické obohacené o určitá množství 
kompostu. Vzorky půdy byly prosety přes síto o průměru ok 1 mm. Takto prosetá půda je 
označována jako jemnozem typu I. Bylo naváženo 5 g vzorku (jemnozem I), který byl 
extrahován směsí 0,1 M roztoku Na4P2O7·10 H2O a 0,1 M NaOH o objemu 100 cm3. Takto 
připravená suspenze byla ponechána 24 hodin v lednici. Následně byl výluh oddělen od 
pevného podílu odstředěním suspenze v centrifuze při 4000 ot·min−1, po dobu 10 minut. 
Alkalický roztok huminových látek byl sbírán do skleněné láhve k pozdějšímu uchování. 
K usazenině bylo přidáno 50 cm3 extrakčního roztoku, vzniklá suspenze byla důkladně 
protřepána a opět odstředěna. Tento postup byl opakován ještě dvakrát. Celkový objem 
získaného výluhu půdních huminových látek byl 250 cm3. Stejným extrakčním postupem byl 
získán i výluh kompostu. 
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3.5 Příprava práškové huminové kyseliny 
Huminový gel byl připraven kyselým srážením výluhu půdních huminových látek. 
V prvním kroku byl výluh důkladně promíchán a následně bylo z něho odpipetováno 20 cm3. 
Tento roztok byl okyselen 35% HCl na pH menší než 1. Centrifugační zkumavka se vzniklým 
gelem byla ponechána jeden den v lednici. Následující den byla suspenze huminového gelu 
odstředěna v centrifuze při 4000 ot·min−1, 15°C, po dobu 10 minut. Supernatan nad pevnou 
fází byl slit a gel byl promyt destilovanou vodou. Následně byla suspenze znovu odstředěna 
při stejném nastavení centrifugy. Po posledním třetím promytí byl gel odstředěn při 
4000 ot·min−1, 15°C, po dobu 20 minut. Připravený gel půdní huminové kyseliny byl umístěn 
na Petriho misku, kde byl ponechán pod filtračním papírem k vysušení při laboratorní teplotě. 
Vzniklý práškový vzorek byl použit k charakterizaci HK pomocí FT-IR spektroskopie. 
 
 
Obr. 7: Vzorky HK a) huminový gel; b) práškový vzorek huminové kyseliny 
3.6 Titrace výluhů huminových látek 
Ze zásobního roztoku vzorku HL bylo odpipetováno 50 cm3 do kádinky o objemu 200 cm3. 
Toto množství výluhu bylo titrováno odměrným roztokem HCl o koncentraci 0,2 mol·dm−3. 
Před bodem a za bodem ekvivalence byl přídavek odměrného roztoku 5 cm3, v případě oblasti 
okolo bodu ekvivalence byl přídavek odměrného roztoku HCl 1 cm3. Vzorky výluhů půdních 
huminových látek a kompostu byly titrovány za použití potenciometrické a konduktometrické 
indikace. V případě určení bodů ekvivalence z potenciometrických křivek byly spotřeby 
odměrného roztoku HCl stanoveny pomocí jejich inflexních bodů, které byly získány 
analýzou dat v programu OriginPro 6.1. Spotřeby odměrného roztoku v případě určení bodů 
ekvivalence z vodivostních křivek byly vyhodnoceny jako průsečík dvou lineárních částí této 
křivky. Vzorky výluhů byly titrovány odměrným roztokem kyseliny chlorovodíkové do doby, 
kdy pH tohoto roztoku kleslo na hodnotu menší než 2. Stejným postupem byl charakterizován 
i slepý vzorek. 
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3.7 UV-VIS spektroskopie 
Tmavého zbarvení výluhů HL lze s výhodou využít k jejich charakterizaci pomocí UV-VIS 
spektroskopie. Měření UV-VIS spekter bylo v této práci využito k interpretaci změn 
způsobených přídavkem určitých množství kompostu na půdní HL. Naše vzorky byly 
charakterizovány tzv. stupněm humifikace, který je definován jako poměr absorbance při 
465 nm a 665 nm. V literatuře je tento poměr udávaný jako E4/E6. Výluhy půdních HL 
a kompostu byly proměřeny v rozsahu vlnových délek 200–900 nm, s přesností měření 
0,5 nm. Před vlastním měřením nebyly vzorky jakkoliv upravovány pouze byly důkladně 
protřepány. Z naměřených spekter výluhů půdních HL byly odečteny absorbance při 465 nm 
a 665 nm, ze kterých byl následně vypočítán stupeň humifikace E4/E6. 
3.8 FT-IR spektroskopie 
Vzorky práškových HK byly charakterizovány pomocí infračervené spektroskopie 
s Fourierovou transformací. Transmisní vibrační spektra těchto vzorků byla naměřena na 
spektrofotometru Nicolet Impact 400. V případě našich vzorků bylo použito měření 
infračervených spekter pomocí KBr tablety. Vysušený gel HK byl smíchán s nadbytkem 
vyžíhaného KBr. Pomocí speciálního lisu (tlak~90 kN) byla získána transparentní tableta 
o průměru asi 1 cm a tloušťky přibližně 1–2 mm, která se vkládá do držáku vzorku. Spektra 
byla proměřena v oblasti vlnočtů 4000–400 cm−1, celková transmisní vibrační spektra HK 
byla získána pomocí 128 skenů. 
3.9 Fluorescenční spektroskopie 
Vzorky výluhů HL byly charakterizovány pomocí fluorescenční spektroskopie, za použití 
3D excitačně emisní metody. Dalším cílem této práce bylo zefektivnit měření touto metodou, 
nalézt optimální nastavení a následné zpracování naměřených dat v 3D EEM spektra. Nalézt 
případné rozdíly v pozicích fluorescenčních maxim a jejich relativních intenzit fluorescence. 
Každý z třinácti vzorků byl nejprve proměřen v oblasti vlnových délek 300–600 nm emise 
a 300–600 nm excitace, z důvodu nutnosti získání informací o přibližné poloze 
fluorescenčních maxim a určení optimálního budícího napětí xenonové lampy daného 
spektrofluorimetru. V druhé fázi bylo už měření směřováno na specifické oblasti 
s pravděpodobným výskytem fluorescenčních maxim, za účelem co možná nejpřesnějšího 
určení jejich polohy nebo relativní intenzity. 
3D emisně excitační spektra výluhů huminových látek byla měřena na spektrofluorimetru 
Aminco Bowman Series 2. Nejprve byly provedeny orientační skeny k výběru optimálního 
nastavení přístroje. Jeden z důležitých parametrů je nastavení citlivosti přístroje, které přímo 
souvisí s měřícím napětím. Nastavení těchto dvou parametrů ovlivňuje velikost relativní 
intenzity fluorescence (R.F.I.), která může nabývat hodnot 0–9,99. Vysoké hodnoty relativní 
fluorescenční intenzity při měření mohou poškodit detektor, proto je optimální nastavení 
citlivosti spektrofluorimetru 60 %. Optimální hodnotu měřícího napětí při dané citlivosti 
přístroje zajišťuje funkce Autorange. Měřící napětí může nabývat hodnot 0–1275 V. Funkcí 
Autorange byly určeny hodnoty optimálního napětí ke každému vzorku. V případě některých 
měření bylo napětí nastaveno na požadovanou hodnotu pro korigování výsledků spekter. 
Hodnoty měřícího napětí se během všech měření pohybovaly v rozmezí 900–1000 V. 
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Měřící přístroj umožňuje volbu nastavení šířky štěrbin obou monochromátorů v rozsahu 1–
16 nm. Nejvhodnější nastavení šířek štěrbin obou monochromátorů v případě vzorků výluhů 
huminových látek bylo 4 nm. 
Výchozí nastavení monochromátorů pro měření excitačních a emisních spekter bylo 
u emisního 397 nm a u excitačního 350 nm. V případě 3D emisně excitačních spekter je toto 
nastavení monochromátorů během měření měněno podle zadání rozsahu a kroku měření. 
Vlastní měření 3D fluorescenčních spekter vzorků výluhů huminových látek se stává 
z několika fází. V prvním kroku byla u 3D emisně excitačních spekter proměřena oblast 
excitace v rozmezí 300–600 nm se skenovacím krokem 5 nm a oblast emise v rozmezí 300–
600 nm se skenovacím krokem 5 nm za sekundu. Při takovém nastavení máme přehled 
o přibližné poloze hlavního fluorescenčního maxima a jsme schopni identifikovat vedlejší 
fluorescenční pík. Doba měření tohoto 3D emisně excitačního spektra je cca 60 minut. 
V druhém kroku byly určeny přibližné polohy vybraných fluorescenčních maxim, do 
kterých byly směřovány oblasti skenování s nižším krokem měření. V druhém kroku se již 
oblasti skenů lišily podle měřeného typu vzorku. Pro udání přesných poloh fluorescenčních 
maxim byl stanoven skenovací krok excitace na 1 nm a skenovací krok emise na 1 nm za 
sekundu. Doba měření těchto spekter se pohybovala v rozmezí 40–80 minut pro jedno 
maximum. 
Vzorky huminových látek byly při měření temperovány na teplotu 20°C a tato teplota byla 
po celou dobu měření udržována pomocí termostatu. 
Během první fáze měření byly u našich vzorků půdních výluhů a kompostu lokalizovány 
1–3 fluorescenční maxima, jejichž polohy byly ve druhé fázi upřesněny s požadovanou 
přesností na 1 nm. Tyto maxima byly popsány pomocí jejich relativních intenzit fluorescence 
(R.F.I.), nichž prvnímu maximu odpovídala vždy nejvyšší hodnota relativní intenzity 
fluorescence. 
3.9.1 Instrumentace 
Zdrojem světla fluorescenčního spektroskopu Aminco Bowman Series 2 je xenonová 
lampa. Světelný svazek paprsků produkovaný touto lampou prochází přes první, excitační 
monochromátor do křemenné kyvety se vzorkem. Při průchodu vzorkem dochází k emisi 
záření, která následně projde přes druhý, emisní monochromátor a je zachycen detektorem 
spektroskopu. Získaná data jsou dále vyhodnocena pomocí programu AB2. 
3.9.2 Měření vzorků výluhů HL a kompostu 
Vzorky výluhů huminových látek a kompostu byly připraveny následujícím postupem. Do 
odměrné baňky o objemu 50 cm3 bylo odpipetováno 10 cm3 vzorku a toto množství bylo 
doplněno destilovanou vodou po rysku. Takto připravené vzorky byly ponechány 1–2 dny 
v lednici ke stabilizaci. 
Měření fluorescenčních 3D emisně excitačních spekter bylo realizováno za použití 
křemenné kyvety (materiál Spectrosil), která propouští elektromagnetické záření v rozsahu 
vlnových délek 170–2700 nm. 
Nejprve byla spuštěna xenonová lampa a dále samotný přístroj Aminco Bowman Series 2. 
Následovalo spuštění počítače s vyhodnocovacím programem AB2. Před samotným měřením 
byl vzorek v kyvetě vytemperován na požadovanou teplotu 20°C pomocí termostatu. 
Následně byly nastaveny parametry pro export naměřených dat a přihlášení uživatele do 
řídícího programu AB2. Po iniciaci instrumentace byly nastaveny parametry měření (šířka 
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štěrbin, monochromátory, citlivost, budící napětí nejčastěji funkcí Autorange, velikost kroku 
měření a jiné). Následovalo pojmenování souboru a spuštění samotného měření. Získaná 
spektrální data byla zpracována programy OriginPro 6.1 a Microsoft Excel. 
3.9.3 Zpracování spektrálních dat 
Naměřená data u 3D emisně excitačních skenů byla exportována programem AB2 ve 
formě textových souborů, která bylo nutné následně zpracovat a vymodelovat z nich 3D 
spektra pomocí vyhodnocovacího programu OriginPro 6.1. Měření je totiž založeno na 
zaznamenávání hodnot emise při pevném excitačním kroku a tudíž hodnoty ležící mezi dvěma 
kroky excitace musí být dopočítány programem AB2. Tento způsob záznamu 3D spekter je 
v současné době často používanou metodou a následné programové zpracování je nezbytné 
pro tvorbu výsledného 3D emisně excitačního spektra nebo jeho horizontálních řezů. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Acidometrická titrace výluhů půdních HL a kompostu 
Výluhy půdních HL a kompostu byly charakterizovány pomocí acidometrické titrace za 
použití potenciometrické a konduktometrické indikace. Z naměřených dat byly vypočítány 
hodnoty celkové kyselosti vzorků půdních HL a kompostu, které jsou uvedeny v Tab. 2. 
Z výsledků je patrné (Obr. 8), že celkové množství kyselých funkčních skupin v půdních HL 
roste se zvyšující se dávkou kompostu, která byla do půdy aplikována. Tento trend je zvláště 
patrný, v případě prvních dvou půdních horizontů (0–20 cm), do kterých byl kompost 
zapraven. Aplikace kompostu do půdy vede k zvýšení celkové kyselosti půdních huminových 
látek. Dále z výsledků vyplývá, že celková kyselost půdních HL roste s hloubkou půdního 
horizontu. To znamená, že se v nižších vrstvách půdního profilu nacházejí „starší“ více 
humifikované HL, jejichž molekuly obsahují více aromatických struktur s kyselými 
funkčními skupinami. 
 
Tab. 2: Hodnoty celkové kyselosti vzorků půdních HL a kompostu 
Horizont 
 
D1 
nH
+
 [mol·kg−1] 
D2 
nH
+
 [mol·kg−1] 
D3 
nH
+
 [mol·kg−1] 
0–5 cm 0,159 0,272 0,276 
15–20 cm 0,168 0,236 0,283 
30–35 cm 0,212 0,262 0,277 
45–50 cm 0,222 0,252 0,185 
Kompost  0,590  
 
 
Obr. 8: Látková množství H+ iontů půdních HL a kompostu 
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4.2 UV-VIS spektroskopie výluhů půdních HL a kompostu 
Z naměřených UV-VIS spekter (viz. Obr. 9) výluhů půdních HL a kompostu byly odečteny 
hodnoty absorbance při 465 nm (E4) a při 665 nm (E6). Výsledky měření a vypočítané 
hodnoty humifikačních indexů (poměr E4/E6) jsou uvedeny v Tab. 3. U všech vzorků půdních 
HL byla hodnota humifikačního indexu větší než 4, což je ukazatelem nízké kondenzace 
aromatického jádra HK. Tato hodnota je charakteristická pro hnědé huminové kyseliny s nižší 
molekulovou hmotností. Vysoká hodnota humifikačního indexu kompostu (5,937) naznačuje, 
přítomnost „mladých“ frakcí HL s nízkým stupněm humifikace. Z výsledků je patrné, že 
hodnota humifikačního indexu roste se zvyšující se dávkou kompostu. Tento trend je zvláště 
patrný v případě prvních dvou půdních horizontů (0–20 cm), do kterých byl kompost 
zapraven. Po aplikaci kompostu došlo k poklesu molekulové hmotnosti půdních HL, 
aromaticity a k nižšímu stupni kondenzace. Molekuly HL mají tendenci stávat se více 
alifatickými a strukturně jednoduššími. Dále z naměřených dat vyplývá, že humifikační index 
klesá s hloubkou půdního horizontu. To znamená, že se v nižších vrstvách půdního profilu 
nacházejí „starší“ více humifikované HL. 
 
Tab. 3: Hodnoty humifikačních indexů výluhů půdních HL a kompostu 
Varianta půdy Horizont A465 nm A665 nm E4/E6 
0–5 cm 1,177 0,266 4,425 
15–20 cm 1,009 0,229 4,406 
30–35 cm 0,910 0,217 4,194 
 
D1 
(124 t·ha−1) 
45–50 cm 0,774 0,186 4,161 
0–5 cm 1,764 0,335 4,969 
15–20 cm 1,096 0,250 4,384 
30–35 cm 1,005 0,234 4,295 
 
D2 
(239 t·ha−1) 
45–50 cm 0,409 0,095 4,305 
0–5 cm 1,337 0,284 4,708 
15–20 cm 1,278 0,272 4,699 
30–35 cm 1,065 0,246 4,329 
 
D3 
(478 t·ha−1) 
45–50 cm 0,818 0,193 4,238 
Kompost 1,597 0,269 5,937 
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Obr. 9: UV-VIS spektra vzorků půdních výluhů D1 
4.3 FT-IR spektroskopie vzorků práškových huminových kyselin 
V této diplomové práci byla využita infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací 
k posouzení vlivu přídavku kompostu na půdní HK. Z naměřených transmisních spekter 
(Obr. 10–13) je zřejmé, že půdní HK jsou vlivem přídavku kompostu v procesu humifikace 
chemicky a strukturně pozměňovány. Při aplikaci kompostu do půdy je půdní organická 
hmota obohacena o „mladé“ frakce HL, které se vyznačují vysokou molekulární 
heterogenitou, nízkým stupněm humifikace a kondenzace aromatických struktur. 
V transmisních spektrech (Obr. 10, 11) půdních HK izolovaných z půdního horizontu 0–5 
a 15–20 cm můžeme ovšem nalézt odlišnosti oproti vzorkům HK pocházejících z nižších 
vrstev půdního profilu, do kterých nebyl kompost zapraven. Kompost aplikovaný do půdy 
významně ovlivňuje absorpci alifatických a karboxylových skupin. V rozmezí vlnočtů 2800–
2900 cm−1 se nachází oblast absorpce alifatických funkčních skupin (methyl, methylen aj.). 
Z Obr. 10 a 11 je zřejmé, že s rostoucím množstvím kompostu aplikovaným do půdy se 
zvyšuje intenzita těchto vibračních pásů. Stejně tak se v těchto spektrech zvýrazňují pásy 
v oblasti 1724–1720 cm−1 připadající vibracím karboxylových OH skupin a 1627–1623 cm−1 
odpovídající karboxylátovému aniontu –COO−. V infračervených spektrech HK izolovaných 
z půdního horizontu 0–5 a 15–20 cm nastává zvýraznění pásu odpovídající absorpci fenolické 
OH skupiny v oblasti 1226–1211 cm−1. Z dalších významných pásů, které jsou pro spektra 
společné lze zmínit oblast 1100–1000 cm−1, kde nastává absorpce alifatických OH skupin 
a oblast v rozmezí vlnočtů 1423–1415 cm−1, která pravděpodobně souvisí s absorpcí 
etherických funkčních skupin. 
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Obr. 10: FT-IR spektra vzorků HK z půdního horizontu 0–5 cm a kompostu 
 
Obr. 11: FT-IR spektra vzorků HK z půdního horizontu 15–20 cm a kompostu 
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V infračervených spektrech (Obr. 12, 13) půdních HK izolovaných z půdního horizontu 
30–35 a 45–50 cm lze pozorovat změny zejména v oblastech absorpce alifatických, 
karboxylových a etherických funkčních skupin. V rozmezí vlnočtů 2900–2800 cm−1 se 
nachází oblast specifické absorpce alifatických skupin (C–H, C–H2 a C–H3). Z Obr. 12 a 13 je 
patrné, že dochází k poklesu těchto pásů, což dává tušit přítomnost více kondenzovaných 
a humifikovaných HK v těchto půdních horizontech. Rovněž dochází k poklesu pásů v oblasti 
1722–1720 cm−1 připadající vibracím karboxylových OH skupin a 1631–1619 cm−1 
odpovídající karboxylátovému aniontu –COO−. Dále došlo k vymizení vibračních pásů, které 
souvisí s absorpcí etherických funkčních skupin. Z dalších významných vibračních pásů, které 
jsou pro spektra společné lze zmínit oblast 1100–1000 cm−1, kde nastává absorpce 
alifatických OH skupin. 
U všech infračervených spekter nebyla oblast v rozmezí 3500–2900 cm−1 interpretována 
z důvodu vzdušné vlhkosti a tvorbě vodíkových můstků mezi karboxylovými skupinami. 
Z naměřených infračervených spektrech je zřejmé, že v důsledku aplikace kompostu 
dochází v půdních HK k zvýšení obsahu struktur alifatického charakteru, acidických skupin 
zejména karboxylových a fenolických a zároveň se zvyšuje obsah etherických funkčních 
skupin. Obdobné výsledky byly publikovány v práci [22]. 
 
 
Obr. 12: FT-IR spektra vzorků HK z půdního horizontu 30–35 cm a kompostu 
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Obr. 13: FT-IR spektra vzorků HK z půdního horizontu 45–50 cm a kompostu 
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4.4 Fluorescence výluhů půdních HL a kompostu 
Hlavním cílem této diplomové práce bylo posouzení vlivu přídavku kompostu na půdní HL 
pomocí fluorescenční spektroskopie. Podle literárních údajů obsahují půdní huminové 
kyseliny typu II v EEM spektrech tři fluorescenční maxima [7]. První dva fluorescenční píky 
byly lokalizovány v oblasti excitace při 450 a 468 nm. Další fluorescenční maximum mají 
tyto huminové kyseliny při excitaci nižší než 400 nm, kdy intenzita fluorescence tohoto 
maxima je nízká. 
4.4.1 Fluorescenční spektroskopie vzorku kompostu 
První měření vzorku kompostu bylo provedeno při měřícím napětí 1000 V a je znázorněno 
na Obr. 14. Ve spektru je patrný dominantní pík, jehož poloha byla v první fázi měření určena 
na 465/530 nm (λex/λem). Dále ve spektru byla předpokládána i přítomnost menších 
fluorescenčních maxim na které jsme se zaměřili v dalším skenu. 
 
 
Obr. 14: Fluorescenční 3D EEM spektrum vzorku kompostu 
 
Po přibližném určení polohy dominantního píku následovalo zmenšení kroku měření 
i skenované oblasti. Měření spektra dominantního píku proběhlo v oblastech 500–550 nm 
u emise a 450–490 nm u excitace s krokem skenování 1 nm u excitace i emise. Takto byla 
poloha maxima upřesněna na 468/528 nm (Obr. 15) při napětí 1000 V a intenzita maxima 
byla 5,105 R.F.I.. 
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Obr. 15: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima 
 
Měření spektra druhého fluorescenčního maxima proběhlo v oblastech 460–520 nm 
u emise a 375–440 nm u excitace. Poloha druhého fluorescenčního maxima byla lokalizována 
na 420/491 nm (Obr. 16). Relativní intenzita fluorescence druhého maxima měla při tomto 
použitém napětí hodnotu 4,422. 
Měření spektra třetího píku proběhlo v oblastech 425–480 nm u emise a 325–375 nm 
u excitace s krokem skenování 1 nm·s−1. Takto byla poloha fluorescenčního maxima 
upřesněna na 368/464 nm (Obr. 17) při napětí 1000 V a intenzita maxima byla 3,398 R.F.I.. 
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Obr. 16: Horizontální řez spektrofluorogramem 2. maxima 
 
Obr. 17: Horizontální řez spektrofluorogramem 3. maxima 
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Ve fluorescenčních EEM spektrech vzorku kompostu byly lokalizovány tři fluorescenční 
maxima, které jsou charakteristické pro půdní a lignitické huminové kyseliny. Z naměřených 
fluorescenčních EEM spekter je zřejmé, že kompost je tvořen dobře humifikovanými 
frakcemi HL, které se fluorescenčním chováním blíží vlastnostem půdních HK. Relativní 
intenzita fluorescence všech tří píků vzorku kompostu je oproti půdním HK poměrně nízká 
a to z důvodu obsahu „mladých“ méně kondenzovaných aromatických struktur v HL. 
4.4.2 Fluorescenční spektroskopie půdních výluhů D1 
3D emisně excitační spektra vzorků D1 (půda s přídavkem 124 t·ha−1 kompostu) byla 
v první fázi proměřena při měřícím napětí 1000 V (Obr. 18). Tato spektra byla získána 
proměřením oblasti excitace v rozmezí 300–600 nm se skenovacím krokem 5 nm a oblasti 
emise v rozmezí 300–600 nm se skenovacím krokem 5 nm za sekundu. Ve spektrech jsou 
patrná dominantní fluorescenční maxima, jejichž poloha byla v první fázi měření určena na 
470/535 nm (λex/λem). Dále ve spektrech byla předpokládána i přítomnost menších 
fluorescenčních maxim na které jsme se zaměřili v dalším skenu. 
 
 
Obr. 18: Fluorescenční 3D EEM spektrum vzorku D1 půdního horizontu 0–5 cm 
 
Po přibližném určení poloh dominantních píků následovalo zmenšení kroku měření 
i skenované oblasti. Měření spekter dominantních fluorescenčních maxim proběhlo 
v oblastech 500–580 nm u emise a 445–500 nm u excitace s krokem skenování 1 nm 
u excitace i emise. Takto byla poloha maxima vzorku D1 pocházejícího z půdního horizontu 
0–5 cm upřesněna na 467/533 nm (Obr. 19) při napětí 1000 V a intenzita maxima byla 
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5,073 R.F.I.. Stejným způsobem byly lokalizovány dominantní píky vzorku D1 pocházejících 
z odlišných půdních horizontů. 
 
Obr. 19: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku 0–5 cm 
 
Dále byly lokalizovány vedlejší fluorescenční maxima, která se nacházela v oblasti nižších 
vlnových délek. Měření spektra druhého fluorescenčního maxima vzorků D1 proběhlo 
v oblastech 450–520 nm u emise a 375–440 nm u excitace s krokem skenování 1 nm·s−1. 
Poloha druhého fluorescenčního maxima vzorku D1 půdního horizontu 0–5 cm (Obr. 20) byla 
lokalizována na 397/484 nm. Relativní intenzita fluorescence druhého maxima měla při tomto 
použitém napětí hodnotu 4,630. 
Měření emisně excitačních spekter třetího fluorescenčního maxima proběhlo v oblastech 
425–480 nm u emise a 325–375 nm u excitace s krokem skenování 1 nm u excitace i emise. 
Takto byla poloha maxima vzorku D1 pocházejícího z půdního horizontu 0–5 cm upřesněna 
na 358/453 nm (Obr. 21) při měřícím napětí 1000 V a intenzita maxima byla 4,410 R.F.I.. 
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Obr. 20: Horizontální řez spektrofluorogramem 2. maxima vzorku 0–5 cm 
 
Obr. 21: Horizontální řez spektrofluorogramem 3. maxima vzorku 0–5 cm 
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Výsledky pozic hlavních a vedlejších fluorescenčních maxim vzorku D1 (půda 
s přídavkem 124 t·ha−1 kompostu) jsou uvedeny v tabulce 4. Jako u vzorku kompostu byly ve 
fluorescenčních EEM spektrech lokalizovány tři fluorescenční maxima, které mají svůj původ 
v půdních a lignitických huminových kyselinách. Z naměřených fluorescenčních EEM spekter 
je zřejmé, že v důsledku aplikace kompostu do půdního horizontu 0–20 cm došlo u vzorků 0–
5 a 15–20 cm k posunu všech tří fluorescenčních maxim do oblasti nižších vlnových délek 
excitace a emise. Tento posun fluorescenčních maxim je způsoben přítomností „mladých“ 
frakcí huminových látek, které jsou charakterizovány nižším stupněm humifikace 
a kondenzace aromatického jádra. V případě vzorků, které pocházejí z půdních horizontů do 
kterých nebyl kompost zapraven byly jejich fluorescenční maxima lokalizována v oblasti 
vyšších vlnových délek excitace a emise. Tato poloha fluorescenčních píků je charakteristická 
pro půdní huminové kyseliny. 
 
Tab. 4: Polohy fluorescenčních maxim vzorků D1 
1. maximum 2. maximum 3. maximum 
Horizont λex/λem 
[nm] R.F.I. 
λex/λem 
[nm] R.F.I. 
λex/λem 
[nm] R.F.I. 
0–5 cm 467/533 5,073 397/484 4,630 358/453 4,410 
15–20 cm 467/525 7,141 397/463 6,487 360/456 6,200 
30–35 cm 468/530 7,740 421/494 5,696 367/465 4,185 
45–50 cm 468/537 7,505 420/491 5,589 367/465 4,282 
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4.4.3 Fluorescenční spektroskopie půdních výluhů D2 
První měření vzorků půdních výluhů D2 (půda s přídavkem 239 t·ha−1 kompostu) bylo 
provedeno při měřícím napětí 1000 V a je znázorněno na Obr. 22. Tyto 3D emisně excitační 
spektra byla získána proměřením oblasti excitace v rozmezí 300–600 nm se skenovacím 
krokem 5 nm a oblasti emise v rozmezí 300–600 nm s krokem skenování 5 nm·s−1. V EEM 
spektrech byla patrná dominantní fluorescenční maxima, jejichž poloha byla v první fázi 
měření určena na 470/530 nm (λex/λem). Dále byla v 3D emisně excitačním spektru vzorku 
15–20 cm předpokládána přítomnost druhého fluorescenčního maxima na které jsme se 
zaměřili v dalším skenu. 
 
 
Obr. 22: Fluorescenční 3D EEM spektrum vzorku D2 horizontu 15–20 cm 
 
Po přibližném určení poloh dominantních fluorescenčních maxim následovalo zmenšení 
kroku měření i skenované oblasti. Měření spekter dominantních píků proběhlo v oblastech 
510–580 nm u emise a 445–490 nm u excitace s krokem skenování 1 nm u excitace i emise. 
Takto byla poloha fluorescenčního maxima vzorku 0–5 cm upřesněna na 468/532 nm 
(Obr. 23) při měřícím napětí 1000 V a intenzita maxima byla 7,972 R.F.I.. Stejným způsobem 
byly lokalizovány dominantní píky vzorku D2 pocházejících z odlišných půdních horizontů. 
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Obr. 23: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku 0–5 cm 
 
Dále bylo v případě vzorku 15–20 cm lokalizováno vedlejší fluorescenční maximum, které 
se nacházelo v oblasti nižších vlnových délek. Poloha tohoto druhého fluorescenčního 
maxima byla určena na 420/493 nm (Obr. 24) s přesností na 1 nm. Spektrální oblast měla 
u emise velikost v rozmezí 475–525 nm, oblast excitace v rozmezí 400–450 nm a použité 
budící napětí bylo opět 1000 V. Relativní intenzita fluorescence maxima měla při tomto 
použitém napětí hodnotu 6,287. 
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Obr. 24: Horizontální řez spektrofluorogramem 2. maxima vzorku 15–20 cm 
 
Výsledky pozic hlavních a vedlejšího fluorescenčního maxima vzorku D2 (půda 
s přídavkem 239 t·ha−1 kompostu) jsou uvedeny v tabulce 5. Na rozdíl od vzorků D1 (půda 
s přídavkem 124 t·ha−1 kompostu) bylo ve fluorescenčních EEM spektrech lokalizováno 
pouze jedno hlavní fluorescenční maximum, které se nacházelo v oblasti vyšších vlnových 
délek excitace a emise. Druhé fluorescenční maximum bylo lokalizováno pouze v případě 
vzorku 15–20 cm. Z naměřených fluorescenčních EEM spekter je zřejmé, že v důsledku 
aplikace kompostu dochází k zintenzivnění fluorescenčního maxima, které se nachází 
v oblasti vyšších vlnových délek excitace (λex>450 nm). Toto fluorescenční maximum je 
charakteristické pro půdní HK a vypovídá o kvalitě půdní organické hmoty. 
 
Tab. 5: Polohy fluorescenčních maxim vzorků D2 
1. maximum 2. maximum Horizont 
λex/λem [nm] R.F.I. λex/λem [nm] R.F.I. 
0–5 cm 468/532 7,972 – – 
15–20 cm 468/529 8,380 420/493 6,287 
30–35 cm 468/535 8,445 – – 
45–50 cm 468/537 8,556 – – 
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4.4.4 Fluorescenční spektroskopie půdních výluhů D3 
3D emisně excitační spektra vzorků půdních výluhů D3 (půda s přídavkem 478 t·ha−1 
kompostu) byly v první fázi proměřeny při měřícím napětí 1000 V (Obr. 25). Tyto EEM 
spektra byla získána proměřením oblasti excitace v rozmezí 300–600 nm se skenovacím 
krokem 5 nm a oblasti emise v rozmezí 300–600 nm s krokem skenování rovněž 5 nm za 
sekundu. Ve spektrech byly patrné dominantní fluorescenční maxima, jejichž poloha byla 
v první fázi měření určena na 470/535 nm (λex/λem). Dále v 3D emisně excitačním spektru 
vzorku 0–5 cm byla předpokládána přítomnost druhého fluorescenčního maxima na které 
jsme se zaměřili v dalším skenu. 
 
 
Obr. 25: Fluorescenční 3D EEM spektrum vzorku D3 horizontu 0–5 cm 
 
Následovalo zmenšení kroku měření a také skenované oblasti. Měření spekter 
dominantních píků umístněných v oblasti vyšších vlnových délek proběhlo v rozmezí 510–
580 nm u emise a 445–490 nm v případě excitace. Ve druhé fázi měření byla poloha hlavního 
fluorescenčního maxima vzorku 0–5 cm stanovena na 468/528 nm (Obr. 26) při hodnotě 
budícího napětí 1000 V a relativní intenzita maxima byla 8,004. Stejným způsobem byly 
lokalizovány dominantní fluorescenční maxima vzorku D3 pocházejících z nižších půdních 
horizontů. 
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Obr. 26: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku 0–5 cm 
 
V případě vzorku 0–5 cm bylo lokalizováno druhé fluorescenční maximum, které se 
nacházelo v oblasti nižších vlnových délek excitace a emise. Poloha tohoto vedlejšího 
fluorescenčního maxima byla určena na 420/494 nm (Obr. 27) s přesností na 1 nm. Spektrální 
oblast měla u emise velikost v rozmezí 450–510 nm, oblast excitace v rozmezí 400–430 nm 
a použité budící napětí bylo opět 1000 V. Relativní intenzita fluorescence maxima měla při 
tomto použitém napětí hodnotu 5,985. 
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Obr. 27: Horizontální řez spektrofluorogramem 2. maxima vzorku 0–5 cm 
 
Výsledky pozic hlavních a vedlejšího fluorescenčního maxima vzorků půdních výluhů D3 
(půda s přídavkem 478 t·ha−1 kompostu) jsou uvedeny v tabulce 6. Jako v případě vzorků D2 
(půda s přídavkem 239 t·ha−1 kompostu) bylo ve fluorescenčních EEM spektrech 
lokalizováno jedno fluorescenční maximum, které se nacházelo v oblasti vyšších vlnových 
délek excitace a emise. Druhé fluorescenční maximum, které se nacházelo v oblasti nižších 
vlnových délek bylo lokalizováno pouze u vzorku 0–5 cm. Z naměřených fluorescenčních 
EEM spekter vyplývá, že v důsledku aplikace kompostu dochází k zintenzivnění hlavního 
fluorescenčního maxima, které je charakteristické pro půdní huminové kyseliny. 
Z naměřených spekter, které jsou charakterizovány vysokou intenzitou fluorescence 
dominantních píků a absencí fluorescenčních maxim v oblasti nižších vlnových délek 
vyplývá, že tyto vzorky obsahují takové frakce huminových látek, které jsou charakterizovány 
vyšším stupněm humifikace a kondenzace aromatických jader. 
 
Tab. 6: Polohy fluorescenčních maxim vzorků D3 
1. maximum 2. maximum Horizont 
λex/λem [nm] R.F.I. λex/λem [nm] R.F.I. 
0–5 cm 468/528 8,004 420/494 5,985 
15–20 cm 468/534 8,329 – – 
30–35 cm 468/534 8,339 – – 
45–50 cm 468/532 8,102 – – 
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5 ZÁVĚR 
Tato diplomová práce je zaměřena na studium vlivu přídavku kompostu na půdní 
huminové látky extrahované z půdní matrice černozemě luvické. 
Hlavním cílem této diplomové práce bylo posouzení vlivu přídavku kompostu na 
fluorescenční chování půdních HL. Ve fluorescenčních EEM spektrech půdních huminových 
látek a kompostu byly lokalizovány 1–3 fluorescenční maxima, které jsou charakteristické pro 
půdní huminové kyseliny. Z naměřených fluorescenčních EEM spekter je zřejmé, že kompost 
je tvořen dobře humifikovanými frakcemi HL, které se fluorescenčním chováním blíží 
vlastnostem půdních HK, avšak relativní intenzita fluorescence je oproti půdním vzorkům 
poměrně nízká a to z důvodu obsahu „mladých“ méně kondenzovaných struktur v HL. Dále 
bylo zjištěno, že v důsledku aplikace kompostu do půdního horizontu 0–20 cm došlo u vzorků 
D1 (půda s přídavkem 124 t·ha−1 kompostu) 0–5 a 15–20 cm k posunu všech tří 
fluorescenčních maxim do oblasti nižších vlnových délek excitace a emise. Tento posun 
fluorescenčních maxim je způsoben přítomností „mladých“ frakcí HL, které jsou 
charakterizovány nižším stupněm humifikace a kondenzace aromatického jádra. V případě 
vzorků D2 a D3 bylo zjištěno, že v důsledku vyšších dávek aplikovaného kompostu dochází 
k zintenzivnění hlavního fluorescenčního maxima (λex>450 nm), které je charakteristické pro 
půdní HK. Toto fluorescenční maximum je ukazatelem stupně humifikace a kondenzace 
aromatického jádra v huminových kyselinách. 
Cílem další části práce byla charakterizace výluhů půdních HL a kompostu pomocí UV-
VIS a infračervené spektroskopie s Fourierovou transformací. Z naměřených infračervených 
spekter práškových vzorků půdních HK bylo zjištěno, že s rostoucím množstvím 
aplikovaného kompostu se zvyšuje alifatický charakter půdních huminových kyselin. Dále 
bylo zjištěno, že v důsledku zvyšujících se dávek aplikovaného kompostu se zvýrazňují 
absorpční pásy odpovídající kyselým funkčním skupinám. Tyto výsledky jsou zvláště patrné 
v případě vzorků pocházejících z půdních horizontů do kterých byl kompost zapraven. 
V případě měření UV-VIS spekter byly výluhy půdních HL a kompostu charakterizovány 
humifikačním indexem (hodnota E4/E6). Z naměřených UV-VIS spekter výluhů půdních HL 
je patrné, že hodnota humifikačního indexu roste se zvyšující se dávkou aplikovaného 
kompostu, což vypovídá o přítomnosti „mladých“ frakcí HL, které jsou charakterizovány 
nižším stupněm humifikace a kondenzace aromatického jádra. Tento trend je zvláště patrný 
v případě prvních dvou půdních horizontů (0–20 cm) do kterých byl kompost zapraven. 
V další části práce byly výluhy půdních HL a kompostu charakterizovány pomocí 
acidometrické titrace za použití potenciometrické a konduktometrické indikace. Bylo zjištěno, 
že celkové množství kyselých funkčních skupin vyjádřených jako nH+ [mol·kg−1 (půdy)] 
v půdních HL roste se zvyšující se dávkou aplikovaného kompostu. Proto můžeme říci, že 
aplikace kompostu do půdy vede ke zvýšení kyselosti půdních huminových látek. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 
7.1 Použité symboly 
Symbol Význam symbolu Jednotka 
A absorbance  
c molární koncentrace mol·dm−3 
cm hmotnostní koncentrace g·dm−3 
Da Dalton  
kf 
rychlostní konstanta 
fluorescence s
−1
 
n látkové množství mmol·g−1 (HL) 
nH
+
 
látkové množství H+ iontů na 
kilogram půdy mol·kg
−1
 
t teplota °C 
α, α´, β, γ, δ typy fluoroforů  
κ konduktivita mS·cm−1 
λ vlnová délka nm 
λem vlnová délka emise nm 
λex vlnová délka excitace nm 
ν vlnočet cm−1 
 
7.2 Použité zkratky 
DOM  rozpuštěná organická hmota 
FK  fulvinové kyseliny 
FT  Fourierova transformace 
HK  huminové kyseliny 
HL  huminové látky 
IČ, IR  infračervená oblast spektra elektromagnetického záření 
NOM  přírodní organická hmota 
OM  organická hmota 
SOM, POH  půdní organická hmota 
R.F.I.  relativní intenzita fluorescence 
UV  ultrafialová oblast spektra elektromagnetického záření 
VIS  viditelná oblast spektra elektromagnetického záření 
3D EEM  3D emisně excitační matice 
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8 PŘÍLOHY 
Seznam příloh 
Příloha č. 1:  Horizontální řezy spektrofluorogramem výluhů půdních HL 
Příloha č. 2:  Acidometrická titrace výluhu půdních HL vzorku D3 horizontu 0–5 cm 
Příloha č. 3:  Frakční složení HL před a po aplikaci kompostu dle výsledků MZLU 
 
Přílohy: 
Horizontální řezy spektrofluorogramem výluhů půdních HL 
 
 
Obr. 28: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku D1 horizontu 15–20 cm 
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Obr. 29: Horizontální řez spektrofluorogramem 2. maxima vzorku D1 horizontu 15–20 cm 
 
Obr. 30: Horizontální řez spektrofluorogramem 3. maxima vzorku D1 horizontu 15–20 cm 
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Obr. 31: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku D1 horizontu 30–35 cm 
 
Obr. 32: Horizontální řez spektrofluorogramem 2. maxima vzorku D1 horizontu 30–35 cm 
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Obr. 33: Horizontální řez spektrofluorogramem 3. maxima vzorku D1 horizontu 30–35 cm 
 
Obr. 34: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku D1 horizontu 45–50 cm 
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Obr. 35: Horizontální řez spektrofluorogramem 2. maxima vzorku D1 horizontu 45–50 cm 
 
Obr. 36: Horizontální řez spektrofluorogramem 3. maxima vzorku D1 horizontu 45–50 cm 
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Obr. 37: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku D2 horizontu 15–20 cm 
 
Obr. 38: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku D2 horizontu 30–35 cm 
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Obr. 39: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku D2 horizontu 45–50 cm 
 
Obr. 40: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku D3 horizontu 15–20 cm 
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Obr. 41: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku D3 horizontu 30–35 cm 
 
Obr. 42: Horizontální řez spektrofluorogramem 1. maxima vzorku D3 horizontu 45–50 cm 
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Acidometrická titrace výluhu půdních HL vzorku D3 horizontu 0–5 cm 
 
 
Obr. 43: Průběh potenciometrické a konduktometrických křivek 
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Frakční složení HL před a po aplikaci kompostu dle výsledků MZLU 
 
Tab. 7: Frakční složení půdních HL 
Půda Horizont Corg [%] 
HL 
[mg·kg−1] 
HK 
[mg·kg−1] 
FK 
[mg·kg−1] HK/FK E4/E6 
před aplikací kompostu 
0–5 cm 1,6 3,7 2,3 1,4 1,64 5,35 
15–20 cm 1,6 4,6 2,2 2,4 0,91 5,08 
30–35 cm 0,5 4,8 1,9 2,9 0,66 4,77  
45–50 cm 1,3 1,6 0,5 1,1 0,45 6,34 
rok po aplikaci kompostu 
0–5 cm 1,8 6,0 3,5 2,5 1,40 4,86 
15–20 cm 1,6 6,0 3,4 2,6 1,31 4,85 
30–35 cm 1,2 4,0 2,2 1,8 1,22 4,51 D1 
45–50 cm 0,4 1,8 1,0 0,8 1,25 5,00 
0–5 cm 1,7 6,0 4,0 2,0 2,00 4,75 
15–20 cm 1,7 6,0 3,2 2,8 1,14 5,18 
30–35 cm 1,3 4,7 3,0 1,7 1,76 4,78 D2 
45–50 cm 0,4 2,0 1,2 0,8 1,50 5,00 
0–5 cm 2,3 9,2 5,5 3,7 1,49 5,72 
15–20 cm 2,6 8,8 5,8 3,0 1,93 5,91 
30–35 cm 1,6 5,5 3,2 2,3 1,39 5,05 D3 
45–50 cm 1,4 5,0 2,8 2,2 1,27 5,10 
 
